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Estudos recentes sugerem que o acúmulo de células gliais ativadas em áreas 
cerebrais importantes no controle cognitivo desempenha papel fundamental 
na [inflamação] associada à [doença de Alzheimer]. No entanto, os 
mecanismos que regulam o acúmulo destas células na doença ainda são 
pouco compreendidos. No presente estudo, o bloqueio genético da quimiocina 
MIP-1α ou do receptor CCR5 e o bloqueio farmacológico da enzima [PI3Kγ] 
foram utilizados para avaliar o envolvimento de [quimiocinas] e suas vias de 
sinalização nas alterações moleculares e comportamentais induzidas pelo 
peptídeo [Aβ1-40]. Os dados do presente estudo demonstram que a injeção 
intracerebroventricular (i.c.v.) do peptídeo Aβ1-40 resultou no aumento dos 
níveis de RNAm para a MIP-1α no hipocampo de camundongos, 
acompanhado por astrogliose e microgliose. De maneira importante, a deleção 
gênica da MIP-1α ou do CCR5 resultou em redução do acúmulo de células da 
glia ativadas induzido pelo Aβ1-40 no hipocampo. O tratamento com o inibidor 
seletivo da PI3Kγ, AS605240, apresentou efeito semelhante sobre o número 
de células gliais ativadas no hipocampo. O bloqueio genético da MIP-1α ou do 
CCR5 e farmacológico da PI3Kγ também inibiu a inflamação induzida pelo 
Aβ1-40 no hipocampo, como demonstrado pela redução da expressão das 
enzimas COX‐2 e iNOS em camundongos com deleção gênica da MIP-1α ou 
do CCR5, ou da expressão da COX‐2 em animais tratados com o AS605240. 
Todavia, tais efeitos ocorrem de maneira indireta, através da diminuição da 
migração celular, uma vez que macrófagos que não expressam CCR5, ou 
ainda macrófagos tratados com AS605240 apresentaram quimiotaxia 
reduzida, sem apresentar inibição da expressão de IL‐1β e TNF‐α induzida 
pelo Aβ1‐40. Por fim, o dano sináptico e cognitivo induzido pelo Aβ1-40 foi 
reduzido pela deleção gênica da MIP-1α ou do CCR5, ou pelo bloqueio 
farmacológico da PI3Kγ. Em conjunto, estes dados apontam a MIP-1α, o 
CCR5 e a PI3Kγ como importantes mediadores da inflamação e dos prejuízos 
cognitivos induzidos pelo Aβ1-40, sugerindo que estas proteínas podem ser 
alvos terapêuticos potenciais no tratamento da doença de Alzheimer. 
 
  
"Além da mente humana e como um impulso livre, 
cria-se a ciência. Esta se renova, assim como as 
gerações, frente a uma atividade que constitui o 
melhor jogo do homo ludens: a ciência é, no mais 
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A doença de Alzheimer é caracterizada pela deposição do peptídeo β-
amilóide (Aβ), associada à ativação do processo inflamatório e dano cognitivo 
nos indivíduos acometidos. Dados recentes sugerem que o acúmulo de células 
gliais ativadas em áreas cerebrais importantes no controle cognitivo 
desempenha papel fundamental no processo inflamatório associado à doença 
de Alzheimer. No entanto, os mecanismos que regulam a ativação e o acúmulo 
destas células na doença de Alzheimer ainda são pouco compreendidos. No 
presente estudo, o bloqueio genético da quimiocina proteína inflamatória de 
macrófagos-1α (MIP-1α) ou do receptor de quimiocina CC 5 (CCR5), bem 
como o bloqueio farmacológico da enzima fosfoinositídeo-3-quinase γ (PI3Kγ) 
foram utilizados para avaliar o possível envolvimento de quimiocinas e de suas 
vias de sinalização intracelular nas alterações moleculares e comportamentais 
induzidas pelo peptídeo Aβ1-40. Os dados do presente estudo demonstram que 
a injeção intracerebroventricular (i.c.v.) do peptídeo Aβ1-40 resultou no aumento 
tempo-dependente dos níveis de RNAm para a MIP-1α no hipocampo de 
camundongos, acompanhado por aumento do número de astrócitos e células 
microgliais ativados. De maneira importante, a deleção gênica da MIP-1α ou do 
CCR5 resultou em redução significativa do acúmulo de astrócitos e células 
microgliais ativados induzido pelo Aβ1-40 no hipocampo. Além disso, o 
tratamento com o inibidor seletivo da PI3Kγ, AS605240, apresentou efeito 
semelhante sobre o número de células gliais ativadas no hipocampo. O 
bloqueio genético da MIP-1α ou do CCR5 e farmacológico da PI3Kγ também 
inibiu a resposta inflamatória induzida pela injeção i.c.v. de Aβ1-40 no 
hipocampo, como demonstrado pela redução da ativação dos fatores de 
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transcrição fator nuclear-κB (NF-κB), proteína ativadora‐1 (AP‐1) e elemento de 
resposta ao AMP cíclico (CREB), e da expressão das enzimas 
ciclooxigenase‐2 (COX‐2) e óxido nítrico sintase induzida (iNOS) em 
camundongos com deleção gênica da MIP-1α ou do CCR5, ou ainda da 
expressão da COX‐2 em animais tratados com o AS605240. Todavia, tais 
efeitos ocorrem de maneira indireta, através da diminuição da migração celular, 
uma vez que macrófagos que não expressam CCR5, ou ainda macrófagos 
tratados com AS605240 apresentaram quimiotaxia reduzida in vitro, sem, no 
entanto apresentar inibição da expressão das citocinas interleucina‐1β (IL‐1β) e 
fator de necrose tumoral‐α (TNF‐α) induzida pelo Aβ1‐40. Por fim, o dano 
sináptico e cognitivo induzido pela administração i.c.v. do peptídeo Aβ1-40 foi 
reduzido pela deleção gênica da MIP-1α ou do CCR5, ou ainda pelo bloqueio 
farmacológico da PI3Kγ. Contudo, o tratamento com AS605240 não foi capaz 
de prevenir a amnésia induzida pela escopolamina. Em conjunto, os resultados 
do presente estudo apontam a MIP-1α, o CCR5 e a via PI3Kγ como 
importantes mediadores do processo inflamatório e dos prejuízos cognitivos 
induzidos pelo Aβ1-40, sugerindo que estas proteínas podem ser alvos 




The hallmarks of Alzheimer’s disease include the deposition of amyloid-β 
(Aβ) peptide, neuroinflammation and cognitive deficits. Glial cell activation and 
migration to cognitive-related areas seems to be critical for these alterations. 
However, so far, little is known about the mechanisms driving cell activation and 
accumulation during Alzheimer’s disease. Herein we used the genetic deletion 
of the chemokine macrophage inflammatory protein-1α (MIP-1α) or CC-
chemokine receptor 5 (CCR5), or the pharmacological blockage of 
phosphoinositide 3-kinase γ (PI3Kγ) as tools to address the possible role played 
by chemokines and its signaling pathways in molecular and behavioral 
alterations induced by intracerebroventricular (i.c.v.) injection of Aβ1-40. A time-
dependent induction of MIP-1α mRNA was found in the hippocampus of Aβ1-40-
treated mice, accompanied by accumulation of activated astrocyte and 
microglia. Notably, genetic deletion of MIP-1α or CCR5 significantly reduced the 
number of activated astrocytes and microglia in the hippocampus following Aβ1-
40 administration. Moreover, the selective inhibitor of PI3Kγ, AS605240 also 
inhibited Aβ1-40-induced activated glial cell accumulation in the hippocampus. 
The genetic blockage of MIP-1α or CCR5 also resulted in a reduced activation 
of the transcription factors nuclear factor-κB (NF-κB), activator protein-1 (AP-1) 
and cyclic AMP response element-binding (CREB), as well as a reduced 
upregulation of cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide synthase 
(iNOS). Likewise, the COX-2 upregulation induced by Aβ1-40 was found inhibited 
in AS605240-treated mice. Nevertheless, these effects on inflammation seems 
to be related to diminished cell migration, as macrophages obtained from mice 
lacking CCR5 or macrophages treated with AS605240  displayed impaired 
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chemotaxis in vitro, although tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1β 
(IL-1β) production in response to Aβ1-40 were unaffected. Finally, the cognitive 
deficits and synaptic dysfunction induced by Aβ1-40 was attenuated by the 
genetic deletion of MIP-1α or CCR5 or by the pharmacological blockage of 
PI3Kγ. Of note, AS605240 treatment failed to modify scopolamine-induced 
amnesia. Collectively, these results indicate that MIP-1α, CCR5 and PI3Kγ 
seems to exert a critical role for inflammation and cognitive failure induced by 
Aβ1-40, thus suggesting these proteins as potential therapeutic targets for 




O processo de envelhecimento populacional é um dos maiores triunfos da 
humanidade e também um dos nossos grandes desafios. Segundo o National 
Institute on Aging (NIA) dos Estados Unidos da América, em 2006 havia quase 
500 milhões de pessoas no mundo com 65 anos de idade ou mais, e estima-se 
que até 2030 este número chegue a um bilhão de pessoas, representando um em 
cada oito habitantes (NIA, 2007). Este fenômeno foi observado inicialmente em 
países desenvolvidos, entretanto, mais recentemente, o envelhecimento da 
população tem ocorrido de forma mais acentuada nos países em 
desenvolvimento. No Brasil, o número de indivíduos idosos (65 anos de idade ou 
mais)  passou de cerca de cinco milhões em 1980 para aproximadamente 10 
milhões em 2000, sendo que em 2030 este número poderá atingir quase 30 
milhões (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística-IBGE, 2000; 2008). Em 
países como a França, por exemplo, foi necessário mais de um século para que a 
população idosa dobrasse de tamanho (NIA, 2007). Estes números são o reflexo 
de avanços médicos, sociais e econômicos, que resultaram em um aumento 
expressivo da expectativa de vida da população. Contudo, eles também alertam 
para a possibilidade de crescimento do número de pessoas acometidas pelos 
chamados “males da idade”. Dentre estes, destaca-se a doença de Alzheimer. 
A doença de Alzheimer foi descrita inicialmente pelo psiquiatra alemão 
Alois Alzheimer em 1906, durante o 37° congresso da Sociedade de Psiquiatras 
do Sudoeste Alemão, na cidade de Tübingen. Naquela ocasião, Alzheimer relatou 
o caso de Auguste D., uma paciente de 51 anos de idade que apresentava 
sintomas clínicos que incluíam perda progressiva da memória, desorientação, 
alterações de comportamento e deterioração da função da linguagem e cujo óbito 
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foi registrado 4,5 anos após a internação.  Alzheimer descreveu ainda os aspectos 
anatomopatológicos da doença, sendo as principais características o acúmulo de 
placas senis e de emaranhados neurofibrilares e a perda neuronal (Selkoe, 2001; 
Goedert e Spillantini, 2006).  Em 1910, na oitava edição do “Handbook of 
Psychiatry”, Emil Kraepelin, após estudar casos semelhantes, propôs o nome de 
doença de Alzheimer em homenagem ao seu descobridor (Maurer et al., 1997, 
Moller e Graeber, 1998). O termo doença de Alzheimer foi originalmente 
reservado para indivíduos que começavam a apresentar sintomas no período pré-
senil, enquanto que a expressão demência senil era utilizada quando o início dos 
sintomas se dava após os 65 anos de idade. No final da década de 60 do século 
passado, Blessed, Tomlinson e Roth publicaram importantes estudos 
demonstrando que os achados anatomopatológicos característicos da então 
denominada doença de Alzheimer também estavam presentes em indivíduos com 
demência senil, representando assim uma única entidade patológica, e 
estabelecendo a doença de Alzheimer como a principal causa de demência no 
período senil (Blessed et al., 1968; Tomlinson et al., 1970). Estima-se que a 
doença represente entre 50–60% de todos os casos de demência (Blennow et al., 
2006). 
A prevalência da doença de Alzheimer apresenta aumento exponencial 
entre indivíduos idosos, passando de 1% aos 65 anos para aproximadamente 40–
50% aos 95 anos de idade (Wang e Ding, 2008). Dessa forma, como resultado de 
mudanças demográficas e do aumento da expectativa de vida, espera-se que o 
número de indivíduos afetados pela doença cresça ao longo das próximas 
décadas, passando dos atuais 27 milhões para cerca de 107 milhões no ano de 
2050, o que demonstra a relevância clínica, social e econômica da doença de 
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Alzheimer (Mount e Downton, 2006; Brookmeyer et al., 2007).  Além do 
envelhecimento, que constitui o principal fator de risco relacionado à doença, 
outros fatores têm sido sugeridos com base em estudos epidemiológicos. Dentre 
estes, destacam-se baixa escolaridade, sedentarismo, traumatismo craniano, 
sexo feminino, depressão, hipercolesterolemia, hipertensão, aterosclerose, 
doença cardíaca coronariana, obesidade, diabetes, fumo e fatores genéticos 
(Ritchie e Lovestone, 2002; Mayeux, 2003; Gorelick, 2004).  
Do ponto de vista genético, a doença de Alzheimer apresenta um caráter 
heterogêneo, com as formas familiar e esporádica descritas. A forma familiar da 
doença tem herança autossômica dominante e o início dos sintomas clínicos 
geralmente se dá antes dos 65 anos de idade, sendo considerada a forma mais 
rara (representa 5–10% do total de casos) (Poirier, 2005). Uma relação direta tem 
sido estabelecida entre a doença de Alzheimer familiar e a ocorrência de 
mutações em genes localizados nos cromossomos 21 (gene codificador da 
proteína precursora amilóide, APP), 14 (gene da presenilina 1) e 1 (gene da 
presenilina 2), enquanto interações complexas entre diferentes variantes 
genéticas e fatores ambientais parecem modular o risco para a grande maioria 
dos casos de doença de Alzheimer esporádica ou de início tardio (Kennedy et al., 
2003; Lambert e Amouyel, 2007; Pastor e Goate, 2004). Dentre estes fatores 
genéticos, a presença de polimorfismo do gene que codifica a apolipoproteína E, 
alelo ε4 (presente no cromossomo 19), tem sido descrita como o principal fator de 
risco para a forma esporádica da doença, embora não se descarte a relevância do 
polimorfismo de outros genes, como os localizados nos cromossomos 12 
(codificador da proteína relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa 
densidade) e 10 (gene CALHM1, codificador de um componente de um canal de 
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cálcio cerebral) (Corder et al., 1993; Strittmatter et al. 1993; Kang et al., 1997; 
Dreses‐Werringloer et al., 2008).  
A característica clínica proeminente da doença de Alzheimer é sua 
progressão ao longo do tempo. Inicialmente, ocorre prejuízo do aprendizado e 
memória de curto prazo, sem alteração em outras funções cognitivas. Em 
seguida, são observadas mudanças na memória de longo prazo, orientação e 
funções executivas como concentração e planejamento. Também podem ocorrer 
alterações na personalidade e no comportamento, tais como irritabilidade, 
ansiedade, agitação ou mesmo alucinações. Com a progressão da doença, é 
observada a deterioração da linguagem, habilidades visuo-espaciais e função 
motora (Teri et al., 1989; Clark, 2000; Petrella et al., 2003; Walsh e Selkoe, 2004). 
A sobrevida média dos pacientes após o diagnóstico inicial é de 5-10 anos, 
podendo chegar a 20 anos (Walsh et al., 1990).  
Até o momento, não foram identificados marcadores biológicos ou sintomas 
clínicos precisos que permitam um diagnóstico definitivo da doença de Alzheimer. 
Este só pode ser obtido com a demonstração de lesões neuropatológicas no 
tecido cerebral dos pacientes acometidos (Dickson, 1997). Neuropatologicamente, 
a doença de Alzheimer é caracterizada por atrofia cortical difusa, perda massiva 
de células neuronais e sinapses, assim como presença de áreas com 
degenerações grânulo-vacuolares e um grande número de placas amilóides e 
emaranhados neurofibrilares (Mirra et al., 1991; Dickson, 1997; Markesbery, 1997; 
Braak et al., 1998; Iwatsubo, 2000). Os emaranhados neurofibrilares e as placas 
amilóides (também denominadas placas senis) são freqüentemente observados 
em tecidos cerebrais de indivíduos normalmente senis, mas em menor quantidade 
e com distribuição menos extensa quando comparado com o tecido cerebral dos 
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indivíduos portadores de doença de Alzheimer. Acredita‐se que a concentração 
das placas senis esteja correlacionada ao grau de demência nos pacientes 
acometidos (Hardy e Higgins, 1992; Haass e Selkoe, 2007). 
Os emaranhados neurofibrilares são agregados intraneuronais compostos 
pela proteína tau. Em condições fisiológicas, a proteína tau se apresenta na forma 
solúvel e promove a estabilização dos microtúbulos do citoesqueleto neuronal, 
sendo esta função regulada por um processo de fosforilação e defosforilação. No 
entanto, em condições patológicas, como a doença de Alzheimer, as proteínas 
tau exibem hiperfosforilação, alteração na solubilidade, redução da afinidade 
pelos microtúbulos e formam estruturas filamentosas (Goedert et al., 1992; 
Biernat et al., 1993; Bramblett et al., 1993; LaFerla e Oddo, 2005). Por sua vez, as 
placas amilóides são depósitos presentes no parênquima cerebral constituídos 
principalmente por peptídeos denominados β-amilóide (Aβ) (Glenner e Wong, 
1984; Masters et al., 1985). Estes peptídeos, de 40 ou 42 aminoácidos, são 
formados a partir de uma glicoproteína transmembrana de maior peso molecular, 
a proteína precursora amilóide (APP), que sofre a ação das enzimas proteolíticas 
β- e γ-secretases (Haass, 2004; Gandy, 2005). A APP é primeiramente clivada na 
região amino terminal correspondente à Aβ por uma protease integral de 
membrama com atividade β-secretase, chamada  β-site APP-cleaving enzyme-1 
(BACE-1) (Vassar et al., 1999). Esta clivagem gera um grande derivado, a β-APP 
solúvel, e um fragmento carboxiterminal da APP que permanece ligado à 
membrana (β-CTF). A clivagem do β-CTF pela γ-secretase resulta na produção 
de Aβ1‐40 e Aβ1‐42. A γ-secretase é um complexo intramembranoso formado por 
quatro componentes, que incluem a presenilina (PS), nicastrina, anterior pharynx-
defective phenotype-1 (APH-1) e PS enhancer-2 (PEN-2), com a presenilina 
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constituindo o sítio ativo (De Strooper et al., 1998; Wolfe et al., 1999). Essa via de 
metabolismo da APP recebe o nome de via β-secretase ou amiloidogênica, e 
pode ser observada também durante o metabolismo celular normal (Haass et al., 
1992; Shoji et al., 1992). Na via α-secretase ou não-amiloidogênica, duas 
proteases com atividade α-secretase pertencentes à família a disintegrin and 
metalloprotease (ADAM) foram identificadas, ADAM-10 e ADAM-17 (Buxbaum et 
al., 1998; Lammich S, 1999). Essas enzimas presentes na superfície celular são 
responsáveis pela clivagem da APP em α-APP solúvel e no fragmento associado 
à célula α-CTF, que é subseqüentemente clivado pela γ-secretase, gerando um 
peptídeo curto chamado p3 (Blennow et al., 2006). A ação da γ-secretase nas 
duas vias de metabolismo da APP também origina, além dos peptídeos Aβ ou p3, 
um fragmento chamado domínio intracelular da APP (AICD). Recentemente, 
alguns estudos têm demonstrado que o AICD está envolvido na regulação da 
expressão gênica e apoptose, o que poderia ser relevante na patologia da doença 
de Alzheimer (Müller et al., 2008; Słomnicki e Leśniak, 2008). Em condições 
normais, os peptídeos Aβ são degradados no cérebro pelas enzimas insulisina, 
neprilisina e pela enzima conversora de endotelina, além da enzima conversora 
de angiotensina e metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9) (Iwata et al., 2001; 
Eckman et al., 2003; Farris et al., 2003; Turner et al., 2004; Nalivaeva et al., 
2008). Outro mecanismo responsável pela remoção dos peptídeos Aβ do cérebro 
é um balanço entre o efluxo, mediado pela proteína relacionada ao receptor de 
lipoproteína de baixa densidade, e o influxo, mediado pelo receptor para produtos 
finais da glicação avançada, dos peptídeos Aβ através da barreira hemato-
encefálica (Tanzi et al., 2004). 
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Diferentes hipóteses têm sido propostas para o processo 
neurodegenerativo observado na doença de Alzheimer. No entanto, evidências 
genéticas, clínicas e bioquímicas dão suporte à hipótese da cascata amilóide, que 
é considerada a hipótese central para a causa da doença (Selkoe, 2000; Hardy e 
Selkoe, 2002; Haass e Selkoe, 2007). De acordo com esta hipótese, o evento 
central na patogênese da doença é um desequilíbrio entre a produção e a 
remoção dos peptídeos Aβ, com produção aumentada destes peptídeos na forma 
familiar e redução de sua remoção na forma esporádica da doença. Como 
resultado, os peptídeos Aβ, em especial Aβ1‐42, sofrem oligomerização e 
deposição, sendo que formas oligoméricas de Aβ são capazes de inibir de 
maneira direta a potenciação de longo prazo (LTP) no hipocampo e prejudicar a 
função sináptica (Walsh et al., 2002). As formas oligoméricas são capazes 
também de promover dano direto em sinapses, além de estimular a resposta 
inflamatória, alterações na homeostasia iônica neuronal e estresse oxidativo. Este 
processo compromete a função neuronal e sináptica, resultando em déficits na 
neurotransmissão e sintomas cognitivos. A formação de emaranhados 
neurofibrilares é considerada um evento paralelo, resultante de alterações na 
atividade de quinases/fosfatases, mas que também pode contribuir para a 
disfunção neuronal, morte celular e alterações cognitivas (Hardy e Selkoe, 2002; 
Mattson, 2004). Apesar da grande aceitação da hipótese da cascata amilóide, o 
papel das alterações da tau e dos peptídeos Aβ no desenvolvimento das 
alterações neuronais verificadas na doença ainda não é totalmente 
compreendido. 
O tratamento da doença de Alzheimer inclui estratégias farmacológicas e 
intervenções psicossociais para o paciente e seus familiares. As estratégias 
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farmacológicas utilizadas atualmente para o tratamento da doença se limitam ao 
aumento da disponibilidade de acetilcolina e ao bloqueio dos receptores 
glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA) (Roberson e Mucke, 2006). A 
prevenção da degradação da acetilcolina com o uso de inibidores da enzima 
acetilcolinesterase tem mostrado eficácia na melhora da capacidade cognitiva e 
do comportamento de portadores da doença, uma vez que transtornos nos 
mecanismos de transmissão da acetilcolina e acetiltransferases ocorrem 
freqüentemente nos indivíduos afetados pela doença (Mattson, 2004). Já o 
bloqueio dos receptores NMDA com o uso de antagonistas seletivos é capaz de 
proteger os neurônios da excitotoxicidade mediada pelo glutamato (Mattson 2004; 
Blennow et al., 2006; Mount e Downton, 2006). No entanto, apesar dos efeitos 
apresentados pelos inibidores de acetilcolinesterase e antagonistas NMDA sobre 
a sintomatologia, estas drogas não são capazes de interferir de maneira marcante 
na degeneração neuronal, ou de reverter a progressão da doença de Alzheimer, o 
que ressalta a necessidade do desenvolvimento de novas alternativas 
terapêuticas. Neste sentido, outras abordagens, denominadas por convenção de 
“terapias modificadoras da doença de Alzheimer” (disease‐modifying therapies) 
têm sido avaliadas com o objetivo de interferir com mecanismos essenciais da 
doença. Entre as abordagens estudadas estão o bloqueio da síntese e agregação 
de Aβ, bem como o estímulo da remoção do peptídeo, além da inibição dos 
processos que levam à hiperfosforilação da proteína tau, dentre outras. A 
utilização destas terapias objetiva o retardo da morte neuronal, atenuando assim 
a progressão do processo degenerativo e a evolução para a demência (Schenk et 
al., 1999; McLaurin et al., 2002; Ritchie et al., 2003; Roberson e Mucke, 2006). 
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Avanços na compreensão dos mecanismos fisiopatológicos relacionados à 
doença de Alzheimer são de grande importância para o desenvolvimento de 
novas estratégias terapêuticas. Os modelos animais têm contribuído 
consideravelmente para estes avanços, e têm um papel fundamental na avaliação 
de eventuais drogas com potencial terapêutico. Os modelos animais chamados de 
espontâneos consistem no uso de animais envelhecidos, que desenvolvem 
espontaneamente um conjunto de sintomas, dentre eles prejuízos sensoriais e 
cognitivos, semelhantes aos observados no decurso da doença, sendo que em 
roedores não é possível observar o desenvolvimento de placas amilóides ou 
emaranhados neurofibrilares (Van Dam e De Deyn, 2006). Nos modelos animais 
induzidos, são utilizadas ferramentas farmacológicas, ou então são produzidas 
lesões cerebrais para modular sistemas neurotransmissores implicados na 
patologia da doença (Ebert e Kirch, 1998; Toledano e Alvarez, 2004). Outro 
importante modelo induzido é a infusão intracerebral ou intracerebroventricular de 
peptídeos Aβ, que podem ser administrados agudamente, em uma única injeção, 
ou de maneira repetida, sendo que a administração contínua é a que melhor 
reproduz a lenta evolução da doença. Com o uso deste modelo, é possível 
observar alterações comportamentais, prejuízos cognitivos e alterações na 
transmissão colinérgica (Harkany et al., 1998; Nag et al., 1999; Nakamura et al., 
2001). A administração intracerebral de Aβ é útil no estudo dos mecanismos 
envolvidos na toxicidade deste peptídeo e permite a avaliação pré-clinica de 
drogas. Contudo, as alterações neuropatológicas da doença de Alzheimer (placas 
amilóides e emaranhados neurofibrilares) não são observadas neste modelo (Van 
Dam e De Deyn, 2006). Os modelos animais transgênicos surgiram a partir da 
metade da década de 90 do século passado como uma valiosa ferramenta para o 
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estudo da doença de Alzheimer (Games et al., 1995; Hsiao et al., 1996; Sturchler-
Pierrat et al., 1997; Götz e Ittner, 2008). Os modelos existentes atualmente 
incluem animais que expressam formas mutadas de genes que expressam APP, 
presenilina ou tau, ou ainda diferentes combinações destes genes (Van Dam e De 
Deyn, 2006; Götz e Ittner, 2008).  
Além de placas amilóides e emaranhados neurofibrilares, é possível 
observar no cérebro de indivíduos acometidos pela doença de Alzheimer uma 
proeminente ativação do processo inflamatório. A presença de uma série de 
moléculas inflamatórias vem sendo demonstrada em cérebros afetados pela 
doença, incluindo proteínas do sistema complemento, citocinas e quimiocinas, 
além das enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2) e óxido nítrico sintase induzida 
(iNOS), dentre outras (McGeer e McGeer, 1995; Akiyama et al., 2000; McGeer e 
McGeer, 2001; Wyss-Coray 2006). O acúmulo de Aβ, a formação de 
emaranhados neurofibrilares e a neurodegeneração são eventos capazes de 
promover a ativação de células microgliais e astrócitos, responsáveis pela 
produção da extensa lista de mediadores inflamatórios e fatores neurotóxicos que 
podem contribuir para o dano neuronal progressivo associado à doença (Akiyama 
et al., 2000; Block e Hong, 2005).  Corroborando esta idéia, estudos 
epidemiológicos sugerem que o tratamento prolongado com alguns 
antiinflamatórios não‐esteroidais (ibuprofeno, indometacina e aspirina) é capaz de 
reduzir a incidência da doença de Alzheimer e melhorar os sintomas dos 
pacientes acometidos pela mesma (Rogers et al., 1993; McGeer et al., 1996; 
Stewart et al, 1997; Zandi et al., 2002).  
As quimiocinas constituem um grande grupo de citocinas estruturalmente 
homólogas, cuja função principal é direcionar as células do sistema imune para os 
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sítios de inflamação (Luster, 1998).  Até o momento, aproximadamente 50 
quimiocinas diferentes já foram identificadas, sendo classificadas em quatro 
diferentes famílias com base no arranjo dos dois primeiros dentre quatro resíduos 
de cisteína conservados nos ligantes (Rollins, 1997; Murphy et al., 2000). Assim, 
a família CC (ou β) é formada por quimiocinas com os dois primeiros resíduos de 
cisteína adjacentes, enquanto que a família CXC (ou α) é caracterizada pela 
presença de um único resíduo de aminoácido entre as duas primeiras cisteínas. 
Na família CX3C (ou δ), três resíduos de aminoácidos separam as duas primeiras 
cisteínas. Por fim, a ausência de dois resíduos de cisteína caracteriza a família C 
(ou γ). No início da década, foi proposto um novo sistema de nomenclatura para 
as quimiocinas que usa o nome da família, indicando a classe a qual a quimiocina 
pertence, seguido pela letra “L” (designando ligante) e um número, 
correspondente ao já utilizado para designar o gene que codifica a quimiocina 
(Zlotnik e Yoshie, 2000). As quimiocinas exercem seus efeitos através da ativação 
de receptores acoplados à proteína G expressos na superfície celular, com 20 
receptores diferentes conhecidos atualmente (Viola e Luster, 2008). Por sua vez, 
a nomenclatura dos receptores utiliza o nome da família de quimiocinas pela qual 
eles são ativados seguido da letra “R” (para receptor) e um número, 
correspondente a ordem cronológica em que eles foram identificados (Zlotnik e 
Yoshie, 2000). Os receptores de quimiocinas possuem sítios de ligação que 
podem ser específicos para um determinado agonista, entretanto, não é incomum 
o mesmo receptor ser alvo de ligação para várias quimiocinas da mesma família. 
Além disso, vários receptores parecem apresentar papel redundante, modulando 




No sistema nervoso central, as quimiocinas regulam a migração de 
leucócitos através da barreira hematoencefálica, bem como a ativação e o 
movimento das células no parênquima cerebral, além de outras funções, que 
incluem a modulação da transmissão sináptica e também migração, proliferação 
celular e suporte trófico durante o desenvolvimento cerebral (Baggiolini, 1998; 
Cartier et al., 2005; Cardona et al., 2008). A expressão constitutiva de quimiocinas 
e seus receptores no sistema nervoso central é limitada, sendo observado um 
aumento expressivo nos níveis destas proteínas durante os processos 
inflamatórios e neurodegenerativos (Ransohoff et al., 1997; Jiang et al., 1998, 
McManus et al., 1998; Simpson et al., 1998; Westmoreland et al., 1998; Xia et al., 
1998; Klein et al., 1999; Liu et al., 2007). De grande interesse, análises realizadas 
no tecido cerebral de pacientes com doença de Alzheimer revelaram aumento na 
expressão das quimiocinas e seus receptores, especialmente em áreas com 
acúmulo de placas amilóides (Xia et al., 1998; Akiyama et al., 2000). Foram 
verificados níveis aumentados dos receptores CCR1, CCR3, CCR5 e CXCR2, 
além de vários ligantes, incluindo a proteína inflamatória de macrófagos (MIP-
1)α/CCL3, MIP-1β/CCL4, oncogene relacionado ao crescimento-α (GRO-
α)/CXCL1,  proteína induzível pelo interferon-γ-10 (IP-10)/CXCL10 e a proteína 
quimiotáctica de monócitos (MCP)-1/CCL2 (Ishizuka et al., 1997; Horuk et al., 
1997; Xia et al., 1998, 2000; Xia e Hyman, 2002; Halks-Miller et al., 2003; Cartier 
et al., 2005). Contudo, o número de estudos examinando a expressão e o papel 
das quimiocinas e seus receptores na doença de Alzheimer é pequeno, e o 
melhor entendimento acerca do papel exercido por estas proteínas na doença 
pode ser útil na determinação de novos alvos terapêuticos. 
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Dentre os 10 receptores CC caracterizados até o momento, um importante 
membro é o receptor CCR5, clonado e identificado inicialmente como o receptor 
para MIP-1α/CCL3, MIP-1β/CCL4 e quimiocina regulada sob ativação, expressa e 
secretada por células T normais (RANTES)/CCL5 (Samson et al., 1996). Este 
receptor, que também tem como agonista a MCP-2/CCL8, está envolvido na 
migração de monócitos, células natural killer (NK) e linfócitos Th1, apresentando 
papel relevante no recrutamento de leucócitos para sítios inflamatórios (Charo e 
Ransohoff, 2006; Viola e Luster, 2008). Outras células que expressam o receptor 
incluem: células dendríticas, células endoteliais, neurônios, astrócitos e micróglia 
(Rottman et al., 1997; Mennicken et al., 1999; van der Meer et al., 2000; Viola e 
Luster, 2008). O receptor CCR5 passou a receber grande destaque há pouco 
mais de dez anos, a partir de sua identificação como o principal co-receptor para 
a infecção de células-alvo pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) com 
tropismo por macrófagos (Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Deng et al., 
1996). Assim como a maioria dos retrovírus, o HIV é neurotrópico, e como 
resultado, vários sintomas neurológicos incluindo disfunções motoras e cognitivas 
ocorrem nos pacientes infectados e recebem o nome de demência associada ao 
HIV (Kolson et al., 1998). De fato, o bloqueio farmacológico do receptor CCR5 
resulta em melhora nos sintomas cognitivos nestes pacientes (Heseltine et al., 
1998). O envolvimento do CCR5 também é sugerido em outras condições 
neuropatológicas. Na esclerose múltipla, o CCR5 e seus ligantes foram 
detectados em macrófagos e células da glia em lesões ativas (Simpson et al., 
1998; Balashov et al., 1999). Além disso, estudos genéticos indicam que 
indivíduos que possuem polimorfismo no gene que codifica o receptor (Δ32 
CCR5) e resulta na abolição de sua expressão na superfície celular apresentam 
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retardo no início da doença, além de períodos de remissão mais longos em 
comparação a indivíduos que não apresentam o polimorfismo (Barcellos et al., 
2000; Sellebjerg et al., 2000). Na doença de Alzheimer, é verificada a expressão 
aumentada do receptor CCR5 em células microgliais ativadas, e de dois de seus 
ligantes, MIP-1α/CCL3 e MIP-1β/CCL4, sendo o primeiro observado 
predominantemente em neurônios e células microgliais e o segundo 
predominantemente em astrócitos ativados (Xia et al., 1998). 
Após a associação do ligante, os receptores de quimiocinas ativam 
proteínas G, levando a dissociação do heterotrímero que constitui estas proteínas 
em suas subunidades α e βγ. A maioria das respostas mediadas pelas 
quimiocinas é inibida pela toxina pertussis (PTX), indicando que grande parte das 
proteínas G envolvidas nestas respostas pertence à família Gi (Goldman et al., 
1985; Murphy 1994, Mellado et al., 2001). A ativação das proteínas G dá início a 
várias cascatas de sinalização paralelas, a maioria mediada pela liberação das 
subunidades βγ. A ativação da fosfolipase C-β leva à geração de diacilglicerol 
(DAG) e inositol trifosfato, sendo o último capaz de promover a mobilização de 
Ca2+ intracelular através da ligação a receptores específicos presentes no retículo 
endoplasmático (Jiang et al., 1996). Agindo em conjunto com o Ca2+, o DAG ativa 
diferentes isoformas da proteína quinase C, que por sua vez ativam outras 
cascatas de sinalização no citoplasma e núcleo da célula (Carnevale e Cathcart, 
2003; Oppermann, 2004). Além disso, a ativação da via proteína quinase ativada 
por mitógeno (MAPK), em especial da via envolvendo a quinase regulada por 
sinal extracelular (ERK)-1/2, vem sendo descrita para diferentes quimiocinas 
(Jones et al., 1995; Ganju et al., 1998; Tilton et al., 2000; Wang e Richmond, 
2001). A ativação de outra quinase, a fosfoinositídeo-3-quinase (PI3K), também 
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vem sendo amplamente documentada (Thelen et al., 1995; Turner et al., 1995; 
Sotsios et al., 1999; Tilton et al., 2000). Evidências apontam ainda que a ativação 
dos receptores de quimiocinas pode recrutar vias de sinalização intracelular 
independentes daquelas ativadas pelas proteínas G. Alguns receptores sofrem 
dimerização após a associação do ligante, um evento que inicia a ativação da via 
janus quinase-transdutores de sinal e ativadores de transcrição (JAK-STAT) (Vila-
Coro et al., 1999; Wong et al., 2001; Biswas e Sodhi, 2002; Wong e Fish 2003). 
As PI3Ks pertencem a uma grande família de enzimas envolvidas na 
fosforilação de proteínas quinases intracelulares e de fosfoinositídeos presentes 
na membrana celular (Vanhaesebroeck et al., 2001; Cantley, 2002). Através do 
processo de fosforilação dos seus substratos, as PI3Ks modulam várias funções 
celulares, que incluem crescimento, proliferação, sobrevivência, apoptose, adesão 
e migração celular (Foster et al., 2003). A família das PI3Ks está dividida em três 
classes, de acordo com características estruturais e funcionais (Vanhaesebroeck 
et al., 2001; Cantley, 2002, Foster et al., 2003). Nos últimos anos, as proteínas 
pertencentes à Classe I têm recebido especial atenção, principalmente pelo seu 
envolvimento nos processos neoplásicos e inflamatórios. Na Classe IA estão 
incluídas três enzimas, PI3Kα, PI3Kβ e PI3Kδ, que são ativadas por receptores do 
tipo tirosina quinase e parecem estar associadas com os mecanismos 
carcinogênicos em diferentes tipos celulares. Por outro lado, a PI3Kγ é a única 
representante da Classe IB, e tem sua expressão restrita principalmente a 
leucócitos, embora a enzima também possa ser detectada no endotélio, coração e 
cérebro (Bernstein et al., 1998; Wetzker e Rommel, 2004). A PI3Kγ é ativada por 
receptores acoplados à proteína G, e constitui a principal via de sinalização 
ativada pelos receptores de quimiocinas. Dessa forma, a PI3Kγ vem sendo 
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diretamente relacionada com os fenômenos inflamatórios (Cantley, 2002; Rommel 
et al., 2007). Essa idéia tem sido reforçada por estudos conduzidos com animais 
com deleção do gene que codifica a PI3Kγ. Estes animais apresentam migração 
defeituosa de neutrófilos (Li et al., 2000; Sasaki et al., 2000), macrófagos (Hirsch 
et al., 2000), linfócitos T (Reif et al., 2004) e células dendríticas (Del Prete et al., 
2004) em resposta a agentes quimiotáticos. Além disso, a deleção do gene que 
codifica a PI3Kγ conferiu proteção em modelos de inflamação pulmonar (Yum et 
al., 2001; Thomas et al., 2005), pancreatite (Lupia et al., 2004) e artrite 
reumatóide (Camps et al., 2005). 
Nos últimos anos, um grande número de grupos de pesquisa e indústrias 
farmacêuticas tem explorado moléculas com potencial para inibir de forma 
seletiva a via da PI3Kγ. Neste sentido, recentemente foi desenvolvida uma série 
de inibidores com grande potência e seletividade, destacando‐se o AS605240 
(5‐quinoxilina‐6‐metileno‐1,3‐tiazolidina‐2,4‐diona) (Camps et al., 2005). Estudos 
in vivo e in vitro demonstram que o AS605240 reduz o processo de migração 
celular induzido por vários agentes quimiotáticos, dentre eles a anafilatoxina C5a 
e a (MCP)-1/CCL2. Adicionalmente, o AS605240 apresentou importante atividade 
farmacológica quando administrado por via oral em modelos de artrite reumatóide, 
reduzindo o processo de migração leucocitária para o sítio inflamatório (Camps et 
al., 2005; Rommel et al., 2007). Resultados semelhantes foram observados em 
um modelo de lúpus eritematoso sistêmico, onde a administração intraperitoneal 
do AS605240 reduziu a glomerulonefrite e aumentou o tempo de vida dos animais 
(Barber et al., 2005), e em modelos de aterosclerose, onde o bloqueio 
farmacológico da PI3Kγ reduziu as lesões ateroscleróticas e a infiltração celular 
(Fougerat et al., 2008). Estes dados sugerem, portanto, que o bloqueio da via 
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PI3Kγ poderia ser uma importante ferramenta terapêutica para o tratamento de 
patologias cujo processo de migração celular apresente papel significativo, 
incluindo a doença de Alzheimer. 
O envelhecimento crescente da população mundial que vem ocorrendo 
durante as últimas décadas tem como reflexo o estabelecimento da doença de 
Alzheimer como um importante problema de saúde pública. O sofrimento humano 
e o alto custo econômico associados à doença de Alzheimer desencadearam uma 
busca sistemática de suas causas, bem como de novas estratégias terapêuticas. 
Considerando o importante papel exercido pelos peptídeos Aβ no 
desenvolvimento de várias alterações neuronais verificadas na doença de 
Alzheimer, o melhor entendimento acerca dos mecanismos moleculares 
envolvidos nas ações destes peptídeos pode ser útil no desenvolvimento de 
abordagens mais eficazes para o tratamento dessa patologia. Dessa forma, o 
presente estudo procurou avaliar a participação de quimiocinas, bem como de 
vias de sinalização intracelular envolvidas em suas respostas, no processo 






O objetivo do presente estudo foi avaliar o papel da quimiocina proteína 
inflamatória de macrófagos-1α (MIP-1α)/CCL3 e do receptor de quimiocina CC 5 
(CCR5), bem como da enzima fosfoinositídeo-3-quinase gama (PI3Kγ), nas 
alterações moleculares e nos prejuízos cognitivos induzidos pela injeção 
intracerebroventricular (i.c.v.) do peptídeo Aβ1-40 em camundongos. 
 
Objetivos específicos 
• Caracterizar o perfil temporal de expressão do RNAm para MIP-1α e CCR5 
no hipocampo de camundongos após o tratamento i.c.v. com o peptídeo Aβ1-
40, através da técnica de RT-PCR. 
• Determinar o perfil temporal de ativação de células gliais no hipocampo de 
camundongos após o tratamento i.c.v. com o peptídeo Aβ1-40, através da 
técnica de imunoistoquímica. 
• Analisar a influência da deleção gênica da MIP-1α ou do CCR5, bem como 
do bloqueio farmacológico da via PI3Kγ, na ativação de células gliais no 
hipocampo de camundongos após o tratamento i.c.v. com o peptídeo Aβ1-40, 
através da técnica de imunoistoquímica. 
• Verificar o perfil temporal de expressão das enzimas COX-2 e iNOS no 
hipocampo de camundongos após o tratamento i.c.v. com o peptídeo Aβ1-40, 
através da técnica de western blot. 
• Determinar o efeito da deleção gênica da MIP-1α ou do CCR5, bem como do 
bloqueio farmacológico da via PI3Kγ, sobre a expressão das enzimas COX-2 
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e iNOS no hipocampo de camundongos após o tratamento i.c.v. com o 
peptídeo Aβ1-40, através das técnicas de western blot e imunoistoquímica. 
• Caracterizar o efeito da deleção gênica da MIP-1α ou do CCR5 sobre a 
ativação dos fatores de transcrição fator nuclear-κB (NF-κB), proteína 
ativadora‐1 (AP‐1) e elemento de resposta ao AMP cíclico (CREB) induzida 
no hipocampo de camundongos pela administração i.c.v. do peptídeo Aβ1-40, 
através da técnica de imunoistoquímica. 
• Analisar a participação da MIP-1α e do CCR5, bem como da PI3Kγ, no 
aumento no processo de migração celular e produção das citocinas IL-1β e 
TNF-α induzidos pelo peptídeo Aβ1-40 in vitro, através da técnica de ELISA e 
do ensaio de quimiotaxia. 
• Investigar o efeito da deleção gênica da MIP-1α ou do CCR5, bem como do 
bloqueio farmacológico da via PI3Kγ, sobre o prejuízo cognitivo induzido 
pela injeção i.c.v. do peptídeo Aβ1-40, através do modelo do labirinto aquático 
de Morris (versão de memória espacial de referência). 
• Avaliar a participação da MIP-1α e do CCR5, bem como da PI3Kγ, no 
processo de dano sináptico induzido pela administração i.c.v. do peptídeo 
Aβ1-40 no hipocampo de camundongos, através da técnica de 
imunoistoquímica. 
• Determinar a influência do bloqueio farmacológico da via PI3Kγ no prejuízo 
cognitivo induzido pela injeção intraperitoneal (i.p.) de escopolamina, através 






MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Animais 
Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos machos 
C57Bl6, nocautes para MIP-1α (MIP-1α-/-) ou nocautes para CCR5 (CCR5-/-) (20-
30 g), criados no biotério setorial do laboratório do Prof. Dr. João B. Calixto 
(Depto. de Farmacologia, CCB, UFSC). A deleção da seqüência codificadora dos 
genes para MIP-1α (Cook et al., 1995) ou CCR5 (Kuziel et al., 2003) foi realizada 
de acordo com metodologias descritas em trabalhos da literatura. Os animais 
foram alojados em micro-isoladores Sealsafe IVC (TECNIPLAST, Buguggiate, VA, 
Itália) e mantidos sob controle de temperatura (22 ± 2°C) e umidade (50-60%) em 
ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais tiveram livre acesso à água e foram 
alimentados com ração Nuvilab CR-1 autoclavada (Nuvital Nutriente S/A, 
Colombo, PR, Brasil). 
O presente estudo seguiu as recomendações do Guia de Uso e Cuidado 
com Animais Laboratoriais do National Institutes of Health (NIH) dos Estados 
Unidos da América (NIH Publication No. 85-23, revisado em 1996). Os 
procedimentos empregados no presente estudo foram aprovados pelo Comitê de 
Ética no Uso de Animais/UFSC. 
 
Administração intracerebroventricular de β-amilóide 
O peptídeo Aβ1-40 (Tocris, Ellisville, MO, USA) e o peptídeo inverso Aβ40-1 
(Bachem, Torrance, CA, USA) foram dissolvidos em tampão fosfato (PBS; 1 
mg/ml) e incubados a 37°C por 4 dias, como descrito previamente (El Khoury et 
al., 1996). A forma agregada dos peptídeos Aβ (400 pmol/camundongo) ou a 
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solução veículo (PBS) foram administradas por via intracerebroventricular (i.c.v.) 
como descrito anteriormente (Laursen e Belknap, 1986; Medeiros et al., 2007). 
Para tanto, os animais foram anestesiados com isoflurano (1 ml/ml; Abbot 
Laboratórios do Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) através de um sistema de 
vaporização (SurgiVet Inc., Waukesha, WI, USA), e uma agulha 26 gauges de 3 
mm de comprimento acoplada à uma microseringa (5 μl; Hamilton, Reno, NV, 
USA) foi inserida unilateralmente (1 mm) no ponto médio eqüidistante entre os 
olhos e a uma distância igual entre os olhos e as orelhas, perpendicular ao plano 
do crânio. Um volume de 3 μl da solução contendo Aβ1-40, Aβ40-1 ou PBS foi 
injetado no ventrículo lateral, nas seguintes coordenadas a partir do bregma: 
anteroposterior (AP) = -0.1 mm, mediolateral (ML) = 1 mm, e dorsoventral (DV) = -
3 mm (Franklin e Paxinos, 1997). As soluções foram injetadas gradualmente 
durante um intervalo de 5 segundos. Ao final dos experimentos os animais foram 
sacrificados e a correta inserção da agulha foi avaliada através de análise 
histológica. 
 
Síntese e administração do AS605240 
A fim de avaliar o envolvimento da PI3Kγ nas alterações induzidas pelo 
peptídeo Aβ1-40, foi utilizado o composto AS605240 (5- quinoxalina-6-metileno-1,3-
tiazolidina-2,4-diona), sintetizado no departamento de química da UFSC.  O 
AS605240 é um inibidor isoforma-seletivo da PI3Kγ, apresentando uma 
seletividade 30 vezes maior para essa isorma em relação à PI3Kδ e PI3Kβ, e 7,5 
vezes maior em relação à PI3Kα (Camps et al., 2005). A síntese do inibidor foi 
realizada conforme descrito anteriormente (Ruckle et al., 2004a; Camps et al., 
2005). O sal de potássio correspondente foi obtido a partir da seguinte via: 5-
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quinoxalina-6-metileno-1,3-tiazolidina-2,4-diona foi suspenso em tetrahidrofurano, 
e em seguida foi adicionada uma solução de KOH (1N) em água (1.0 eq.). Foi 
obtida uma solução límpida, que após liofilização resultou no sal de potássio de 5-
quinoxalina-6-metileno-1,3-tiazolidina-2,4-diona puro (Ruckle et al., 2004b). 
 O AS605240 (30 mg/Kg, v.o.) foi dissolvido em PBS e administrado 1 h 
antes e 12 h após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 e duas vezes ao dia (12/12 h) durante 
os dias consecutivos até a coleta dos tecidos ou realização de experimentos 
comportamentais. Em outra série de experimentos, os animais foram tratados 
com AS605240 (30 mg/Kg, v.o.) 1 h antes da administração do antagonista 
muscarínico escopolamina (1 mg/Kg, i.p.). Grupos tratados com PBS foram 
utilizados como controle. A dose e os protocolos de tratamento do AS605240 e da 
escopolamina foram determinados com base em dados da literatura (Camps et 
al., 2005; Kim et al., 2007). 
  
Coleta dos tecidos 
Com o objetivo de avaliar possíveis alterações moleculares após a 
administração do peptídeo Aβ1-40, alguns animais foram submetidos à eutanásia 
por decapitação e seus cérebros foram removidos e lavados com solução salina 
(NaCl 0,9%) gelada (4°C). Imediatamente após, o cérebro foi dissecado sobre 
uma placa de Petri rodeada por pedras de gelo seco, formando assim um 
microambiente gelado. Os hipocampos foram dissecados e em seguida 






Extração de RNA total 
A extração do RNA total foi realizada através da homogeneização dos 
hipocampos em 500 μl de reagente TRIzol® (Invitrogen, São Paulo, SP, Brazil). 
Foram adicionados 100 μl de clorofórmio ao homogeneizado, sendo este 
posteriormente submetido à agitação e centrifugação (14.000 r.p.m., 15 min, 4°C). 
A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo, ao qual foram 
adicionados 250 μl de isopropanol. O conteúdo do tubo foi misturado por inversão 
e posteriormente mantido em repouso a temperatura ambiente por 10 min. A 
mistura foi centrifugada (14.000 r.p.m., 15 min, 4°C), sendo o pellet resultante re-
suspenso em 500 μl de etanol gelado. Após centrifugação (10.000 r.p.m., 5 min, 
4°C), o pellet contendo RNA foi dissolvido em água tratada com 0,1% de 
dietilpirocarbonato (DEPC; Invitrogen, São Paulo, SP, Brazil), sendo a 
concentração e a pureza determinadas em espectrofotômetro pela absorbância a 
260 nm (A260) e pela razão das absorbâncias A260/A280, respectivamente. O 
RNA obtido foi estocado em freezer a -70°C até o momento do uso. 
 
Ensaio de transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase 
A fim de determinar o efeito da administração i.c.v. do peptídeo Aβ1-40 
sobre a expressão do RNA mensageiro (RNAm) para MIP-1α ou CCR5, foi 
realizado o ensaio de transcrição reversa seguido pela reação em cadeia da 
polimerase (RT-PCR). Para a reação da transcrição reversa, foi utilizada a enzima 
Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) (Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil). 
Amostras contendo 2 μg de RNA total foram incubadas em um volume final de 
12,5 μl de reação constituído de tampão de primeira fita [ditiotreitol (DTT) 10mM, 
MgCl2 3mM, KCl 75 mM e Tris-HCl 50 mM, pH 8,3], 0,05 μg de oligo dT primer, 2 
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U de inibidor de RNase, dNTPs (144 μM), 50 U da enzima e água-DEPC para 
completar o volume. Para a obtenção do DNA complementar (DNAc) as amostras 
foram aquecidas por 5 min a 70°C, resfriadas a 4°C por 5 min e mantidas a 25°C 
durante a adição da enzima M-MLV. Após a adição da enzima, as amostras foram 
mantidas a 37°C por 60 min, 70°C por 5 min e resfriadas a 4°C por 5 min. Foi 
realizada a técnica de reação em cadeia da polimerase para promover a 
amplificação do DNAc para o MIP-1α, CCR5 e β-actina. Para tal, os produtos de 
DNAc obtidos pela técnica de RT (2 μl) foram amplificados utilizando enzima Taq 
DNA polimerase (5 U; Ludwig Biotec., Porto Alegre, RS, Brasil) em um tampão 
contendo Tris-HCl (10mM; pH 9,0), MgCl2 (1 mM), dNTPs (200 μM) e os primers 
específicos para  MIP-1α (sense, ATGAAGGTCTCCACCACTG; antisense, 
GCATTCAGTTCCAGGTCA), CCR5 (sense, GCCAGAGGAGGTGAGACATC; 
antisense, AAGAGCAGGTCAGAGATGGC) ou β-actina (sense, 
TCCTTCGTTGCCGGTCCACA; antisense, CGTCTCCGGAGTCCATCACA) de 
camundongo (300 nM), sendo o volume final de reação de 30 μl. O PCR para β-
actina foi utilizado como controle para confirmar a proporção na quantidade de 
RNA e DNAc nos experimentos. Quatro minutos após o preaquecimento a 
temperatura de 95°C, a mistura foi amplificada com 30 ciclos começando com um 
derretimento a 95°C por 30 s, anelamento a 54°C por 30 s (MIP-1α e CCR5) ou 
62°C por 30 s (β-actina), seguido por extensão a 72°C durante 1 min. A extensão 
final foi realizada por 5 min a 72°C. Os produtos finais do PCR foram submetidos 
à eletroforese em gel de poliacrilamida corado com sais de prata. Os géis foram 




Preparação da fração de proteínas citoplasmáticas para imunodetecção de 
proteínas 
As amostras de hipocampo coletadas foram homogeneizadas com 
processador de tecidos (Tissue tearor; Biospec Products, INC., OK, USA) em 
tampão de lise A gelado [HEPES 10mM (pH 7,9), contendo: MgCl2 1,5 mM, KCl 
10 mM, fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 0,5 mM, DTT 0,5 mM), NaF 50 mM,  
Na3VO4 2 mM, inibidor de tripsina 1,5 μg/ml, pepstatina A 7 μg/ml,  leupeptina 5 
μg/ml e aprotinina 10 μg/ml]. Após a homogeneização, as amostras foram 
incubadas em gelo por 15 min, agitadas vigorosamente por 15 min na presença 
de Triton-X100 (0.1%) e centrifugadas a 14.000 r.p.m., 30 min, 4°C. O 
sobrenadante foi coletado como extrato citoplasmático e armazenado em freezer 
a -70°C até o momento do uso. A determinação da concentração de proteínas foi 
realizada utilizando kit Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), segundo 
recomendações do fabricante. 
 
Ensaio de imunodetecção (western blot) 
Proteínas previamente fracionadas foram misturadas com tampão de 
amostra 5 vezes concentrado [Tris-HCl 150 mM (pH 6,8), β-mercaptoetanol 15%, 
dodecil sulfato de sódio (SDS) 6%, azul de bromofenol 0,3%, glicerol 25%], 
fervidas por 5 min e separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS 
(8–12%). Em seguida, as proteínas presentes no gel foram transferidas para uma 
membrana de polivinilidenodifluorido (PVDF) (Hybond-P; GE Health                      
care, São Paulo, SP, Brasil). A transferência foi efetuada em 2 h a 200 mA em 
tampão Tris-base 48 mM (pH 8,4), glicina 39 mM, SDS 0,037% e metanol 20%. 
As membranas de PVDF foram saturadas em solução de TBS-T contendo leite 
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desnatado (5%) por 2–4 h, a temperatura ambiente, mantidas nesta temperatura e 
então incubadas por intervalos de tempo apropriados com anticorpos primários 
para as proteínas de interesse: iNOS (1:200), β-actina (1:2000) (Santa Cruz 
Biotech. Inc., CA, USA) ou COX-2 (1:500; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 
USA). A visualização das proteínas foi realizada utilizando anticorpo secundário 
específico conjugado à peroxidase e as bandas imunorreativas foram visualizadas 
usando-se kit de aumento de quimioluminescência (ECL Plus) e filme radiográfico 
(Hyperfilm ECL) (GE Healthcare, São Paulo, SP, Brasil), segundo recomendações 
do fabricante. Os produtos finais foram digitalizados e analisados utilizando o 
programa NIH ImageJ 1.36b. 
 
Análise histológica e imunoistoquímica 
A análise de imunoistoquímica foi realizada 6 h, 24 h ou 8 dias após o 
tratamento com o peptídeo Aβ1-40 em cérebros de camundongos. Para tal, os 
cérebros dos animais foram coletados após processo de perfusão com solução 
salina e paraformaldeído 4%, sendo mantidos nessa mesma solução durante 24 
h. Posteriormente, foram realizadas secções coronais na região central do 
hipocampo, seguido de processamento histológico, inclusão em parafina e 
microtomia. Os cortes teciduais de espessura de 3–4 µm foram montados sobre 
lâminas preparadas com solução de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene; Sigma-
Aldrich, São Paulo, SP, Brasil) a 5% em acetona PA, sendo mantidas em estufa a 
uma temperatura de 50°C durante 1 h para fixação dos cortes. Após fixação, os 
cortes foram desparafinados através de imersões consecutivas em xilol e re-
hidratados por passagens sucessivas em etanol em concentrações decrescentes 
(etanol absoluto, etanol 90%, 80% e 70%). O bloqueio da peroxidase endógena 
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dos tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar reações inespecíficas falso-
positivas. Para tanto, as lâminas foram imersas em solução de peróxido de 
hidrogênio a 1,5% e metanol absoluto (v/v) por 20 min, com posterior lavagem em 
água destilada. Previamente à incubação com o anticorpo primário, as lâminas 
foram submetidas ao tratamento para reativação antigênica, com a finalidade de 
recuperar os sítios antigênicos mascarados pela fixação e inclusão do tecido em 
formol e parafina. Para este fim, foi preparada uma solução composta por 180 ml 
de ácido cítrico 0,1 M e 820 ml de citrato de sódio 0,1 M (pH 6,0). As lâminas 
foram imersas nesta solução de reativação antigênica diluída 1:10 em água 
destilada e mantidas em banho-maria ajustado para 95–98°C, durante 45 min. 
Logo após, ainda como parte do processo térmico de reativação antigênica, as 
lâminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante 20 min à temperatura 
ambiente e lavadas em água destilada. Após a lavagem das lâminas, estas foram 
submersas em PBS. 
A imunodetecção foi realizada utilizando os seguintes anticorpos: anti-
cluster of differentiation (CD) 68 (1:100; Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-
sinaptofisina (1:400; Novocastra, Newcastle, Reino Unido), anti-proteína fibrilar 
ácida da glia (GFAP, 1:600), anti-fosfo-p65 NF-κB (1:100), anti-fosfo-CREB 
(1:200), anti-fosfo-c-Jun AP-1 (1:300) ou anti-COX-2 (1:200) (Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA, USA). A solução contendo os anticorpos foi adicionada 
sobre os cortes teciduais e as lâminas foram mantidas em câmara úmida a uma 
temperatura de 2–8°C, durante 12–16 h. A seguir, as lâminas foram lavadas com 
PBS à temperatura ambiente. Após lavagem os cortes foram incubados com o 
anticorpo secundário biotinilado apropriado (Dako Cytomation, Glostrup, 
Dinamarca) em câmara úmida durante 50 minutos à temperatura ambiente. As 
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laminas foram lavadas com PBS e a detecção foi realizada com o uso de solução 
peroxidase-estreptavidina (Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca). Após 30 
minutos de incubação em câmara úmida à temperatura ambiente, as lâminas 
foram lavadas com PBS e a detecção foi completada com o uso de solução 
cromógena contendo 0,03% de 3,3´-diaminobenzidina (3,3´,4,4´-
tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) e 0,3% de peróxido de hidrogênio (Dako 
Cytomation, Glostrup, Dinamarca), seguida de contra-coloração em solução de 
hematoxilina de Harris, desidratação através de passagem das lâminas em 
concentrações crescentes de etanol (etanol 70%, 80%, 90% e etanol absoluto), 
diafanização em xilol e montagem em meio de montagem permanente (Entellan; 
Merck, São Paulo, SP, Brasil). Para cada reação foi utilizado um controle 
negativo, com abolição do anticorpo primário nas reações. 
Os resultados foram obtidos através de uma câmera digital (Sight DS-5M-
L1), acoplada a um microscópio óptico Eclipse 50i (Nikon, Melville, NY, USA). 
Foram obtidas quatro imagens a partir de quatro cortes histológicos do hipocampo 
por camundongo (16 imagens/animal), sendo uma imagem para cada subregião 
do hipocampo (CA1, CA2, CA3 e giro denteado). A densidade óptica que melhor 
discriminou a imunomarcação (coloração castanha) foi obtida utilizando o 
programa NIH ImageJ 1.36b. Para a avaliação dos níveis de p-CREB e COX-2, os 
dados foram descritos como a porcentagem de área marcada (pixels positivos) 
dividida pela área total (pixels totais), conforme descrito previamente (Town et al., 
2008). Para a análise dos níveis de sinaptofisina, a intensidade total de pixels foi 
determinada e os dados foram expressos como densidade óptica (D.O.). A 
metodologia utilizada para avaliar o prejuízo sináptico utilizando a detecção dos 
níveis de sinaptofisina foi previamente validada em modelos experimentais de 
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neurodegeneração (Buttini et al., 1999) e em cérebros de humanos acometidos 
por doenças degenerativas (Masliah et al., 1992). A contagem de células positivas 
para CD68, GFAP, p-p65 NF-κB ou p-c-Jun AP-1 foi realizada através de análise 
microscópica no aumento de 40 x em cada um dos quatro cortes histológicos do 
hipocampo. Os resultados foram expressos como a média do número de células 
positivas por corte histológico. 
 
Obtenção de macrófagos peritoneais 
Os macrófagos residentes foram obtidos da cavidade peritoneal de 
camundongos  da linhagem C57Bl/6 (+/+), CCR5-/- ou MIP-1α-/-. Para tal, foi 
realizada assepsia com etanol 70% (v/v) da região cutânea abdominal, sendo esta 
removida para posterior administração de 10 ml de PBS (pH 7,4), que em 
seguida, foram aspirados com o auxílio de pipeta Pasteur de plástico. A 
suspensão contendo as células foi centrifugada a 1500 r.p.m. durante 10 min a 
4°C. O sobrenadante foi removido e as células re-suspensas em 500 μl de meio 
RPMI 1640 suplementado com soro de bezerro 5%, L-glutamina 2 mM, penicilina 
150 U/ml e estreptomicina 150 μg/ml (Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil). A 
viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusão do azul de trypan (0,1%; 
Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil), obtendo-se, em média, 98% de viabilidade. 
O número de células obtido da cavidade peritoneal foi determinado em câmara de 
Neubauer e os diferentes tipos celulares presentes foram avaliados através de 
análise morfológica em lâminas obtidas de alíquotas do lavado peritoneal, através 
de citocentrifugação e coloração pelo método de May-Grunwald-Giemsa. Em 
média, as preparações continham 96% de células mononucleares com 
características morfológicas sugestivas de macrófagos. 
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Cultivo e ativação celular 
O equivalente a 1 x 106 células foram semeadas em placas de 24 poços 
(Corning, São Paulo, SP, Brasil) e mantidas durante 1 hora à 37°C sob atmosfera 
de 5% de CO2 para permitir a adesão das mesmas. Após esse período, a 
monocamada de células aderentes foi lavada duas vezes com solução de PBS 
estéril pré-aquecida à 37°C para remoção das células não aderentes. Em 
seguida, as células foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com soro 
de bezerro 5%, L-glutamina 2 mM, penicilina 150 U/ml e estreptomicina 150 μg/ml 
por pelo menos 12 h. Antes da adição de qualquer droga as células foram lavadas 
uma vez com meio de cultura RPMI 1640 na ausência de soro e mantidas por 
pelo menos 8 h em meio RPMI 1640 suplementado com soro de bezerro 0,5%. 
Com o objetivo de determinar o envolvimento da MIP-1α ou do CCR5, ou 
ainda da PI3Kγ no controle da produção de proteínas envolvidas na resposta 
inflamatória, macrófagos obtidos de animais da linhagem C57Bl/6 (+/+), CCR5-/- 
ou MIP-1α-/- foram estimulados durante 24 h com lipopolissacarídeo (LPS; 100 
ng/ml), anafilotoxina C5a (10 nM), Aβ1-40 (30 μM) ou Aβ40-1 (30 μM). Em alguns 
experimentos, macrófagos obtidos de animais da linhagem C57Bl/6 foram 
estimulados conforme descrito acima na ausência ou na presença do AS605240 
(0,1–10 μM). Após o período de incubação, o meio de cultura foi coletado para 
determinação dos níveis das citocinas interleucina-1β (IL-1β) e fator de necrose 
tumoral-α (TNF-α) através de kit de ELISA, de acordo com as recomendações do 
fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Parte do meio de cultura das 
células estimuladas com Aβ1-40 ou Aβ40-1 foi coletado e armazenado a -20°C para 




Ensaio de viabilidade celular 
Após a coleta do meio de cultura para análise dos níveis das citocinas, foi 
adicionado 250 μl de meio RPMI 1640 contendo 10% (v/v) de solução de MTT (5 
mg/ml). A seguir, as células foram incubadas por 3 h a 37°C. Após este período, o 
meio foi desprezado e os poços foram preenchidos com 250 μl de solução de 
dimetilsulfóxido. Após a centrifugação da placa, a 1200 r.p.m. por 8 minutos a 
4°C, o sobrenadante foi coletado e a absorbância foi quantificada em leitor de 
ELISA (EL808; Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA) em 550 nm. A 
viabilidade celular foi calculada considerando-se a absorbância do grupo controle 
como 100%. 
 
Ensaio de quimiotaxia in vitro 
Os ensaios de quimiotaxia foram realizados utilizando-se câmara de 
microquimiotaxia com 48 poços (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD, USA). 
Alíquotas de 50 μl da suspensão de macrófagos (3 x 106 células/ml) obtidos de 
camundongos  da linhagem C57Bl/6 (+/+), CCR5-/- ou MIP-1α-/- foram colocadas 
no compartimento superior da câmara e 27 μl do agente quimiotático colocados 
no compartimento inferior. Os dois compartimentos foram separados com filtro de 
polivinilpirrolidona com poro de 5 μm (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD, USA). 
Após incubação por 2 h à 37°C sob atmosfera de 5% de CO2, os filtros foram 
retirados, lavados com PBS, fixados com metanol (70%, v/v), corados com 
hematoxilina de Harris e montados sobre lâminas de vidro. A quimiotaxia 
espontânea foi verificada substituindo-se o agente quimiotático pelo meio RPMI 
1640 suplementado com 0,5% de soro de bezerro. A migração dos macrófagos foi 
determinada pelo número de células que migraram completamente através do 
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filtro em 5 campos aleatórios, usando-se microscópio óptico (Eclipse 50i; Nikon) 
com objetiva de imersão. O índice de quimiotaxia foi determinado através do 
cálculo da razão entre o número de células que migraram para o compartimento 
contendo estímulo quimiotático e o número de células que migraram para o 
compartimento contendo meio RPMI 1640 (veículo). 
Os agentes quimiotáticos utilizados neste experimento foram a 
anafilotoxina C5a (10 nM) ou o meio de cultura de células estimuladas com Aβ40-1 
ou com  Aβ1-40 (meio condicionado Aβ). Em alguns experimentos, o inibidor da 
PI3Kγ, AS605240 (0,1-10 μM), foi adicionado nos compartimentos superior e 
inferior da câmara de microquimiotaxia. 
 
Labirinto Aquático de Morris 
Os efeitos da administração i.c.v. dos peptídeos amilóides sobre a memória 
espacial de camundongos foram avaliados através do teste do labirinto aquático 
de Morris (Morris et al., 1982). O labirinto aquático consiste de um tanque circular 
de cor preta (97 cm de diâmetro e 60 cm de altura), localizado no interior de uma 
sala com algumas pistas visuais fixadas nas paredes. O tanque foi preenchido 
com água, sendo a temperatura da água mantida (25 ± 2°C) através de um 
sistema automatizado de resistência. Foram estabelecidas 4 posições de partida 
(Norte, Sul, Leste e Oeste) que dividiram a superfície do labirinto em 4 quadrantes 
(Nordeste, Noroeste, Sudeste e Sudoeste). No interior do tanque (posição 
sudoeste) foi colocada uma plataforma de acrílico transparente (10 x 10 cm), 
submersa 1 cm da superfície da água. 
O protocolo experimental consistiu em uma sessão de treino e uma sessão 
de teste, conforme descrito anteriormente (Medeiros et al., 2007; Prediger et al., 
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2008). Os animais foram submetidos à sessão de treino 30 min após a 
administração de escopolamina ou 7 dias após a injeção de Aβ1-40. As sessões de 
teste foram realizadas 24 h após o treino. Durante o treinamento os animais foram 
liberados para nadar até encontrar a plataforma ou até um período máximo de 60 
s. Caso o animal não encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era conduzido 
manualmente até esta, onde permanecia por 10 s. O tempo (latência) até o animal 
encontrar a plataforma foi registrado. Após os 10 s sobre a plataforma, o animal 
era retirado do labirinto e colocado em uma caixa por 5 min, sendo então 
posicionado no ponto de partida seguinte. Este procedimento foi realizado 10 
vezes na sessão de treino, sendo que os animais foram liberados para nadar de 
pontos de partida diferentes de forma pseudo-aleatória e a plataforma 
permaneceu na mesma posição (quadrante Sudeste). Na sessão de teste, 
realizada 24 h após a sessão de treinamento, a plataforma foi removida do 
labirinto e os animais foram liberados para nadar (a partir da posição Norte) 
durante 60 s. Todos os experimentos realizados durante a sessão de teste foram 
gravados em sistema de DVDR 3455H (Philips, Manaus, AM, Brasil). As imagens 
foram posteriormente analisadas com o programa AnyMaze (Stoelting Co., Wood 
Dale, IL, USA) para determinação do tempo gasto no quadrante correto, 
velocidade de nado, distância percorrida e trajetória percorrida. 
 
Teste do campo aberto 
Para avaliar possíveis alterações locomotoras induzidas pela deleção 
gênica da MIP-1α ou do CCR5, pelo tratamento com Aβ1-40 ou com AS605240, os 
animais foram testados no campo aberto 8 dias após os tratamentos. O aparato, 
feito de madeira e fórmica, é formado por um chão de cor preta (30 x 30 cm), 
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dividido em 9 quadrantes de 10 x 10 cm, com paredes transparentes de 15 cm de 
altura. Durante os experimentos, cada camundongo foi colocado no centro do 
campo aberto por um período de 5 min. Todos os experimentos foram gravados 
em sistema de DVDR 3455H (Philips). O número de quadrantes cruzados e de 
atos de levantar foi registrado e tomado como índice de atividade motora. 
 
Drogas e reagentes 
Os seguintes reagentes e drogas foram utilizados: LPS de Escherichia coli 
(sorotipo 0111:B4), escopolamina, Triton X-100, PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto), 
aprotinina, leupeptina, pepstatina A, inibidor de tripsina, HEPES, DTT (ditiotreitol), 
tetrahidrofurano, KOH, NaF, Na3VO4, β-mercaptoetanol, MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio], pastilhas de PBS (Sigma-Aldrich, São 
Paulo, SP, Brasil); Tris, acrilamida, glicerol e SDS (dodecil sulfato de sódio) 
(Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil); oligo dT primer, inibidor de RNase, dNTPs  
(Promega, Madison, WI, USA); glicina (USB, Cleveland, OH, USA); anafilotoxina 
C5a (Bachem, Torrance, CA, USA); ácido cítrico, MgCl2, KCl e NaCl (Merck, São 
Paulo, SP, Brasil); citrato de sódio, clorofórmio, isopropanol, etanol, metanol, 
acetona, xilol, peróxido de hidrogênio, dimetilsulfóxido, azul de bromofenol, 
paraformaldeído e nitrato de prata (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); corantes 
May Grϋnwald, Giemsa e hematoxilina de Harris (Newprov, Pinhais, PR, Brasil). 
 
Análise estatística 
Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.). 
A avaliação estatística dos resultados foi realizada através da análise de variância 
(ANOVA) de uma, duas ou três vias, adequadas ao protocolo experimental. 
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Posteriormente, os grupos foram comparados entre si empregando-se o teste 
post-hoc de Bonferroni. Valores de P menores do que 0,05 (P < 0,05) foram 
considerados como indicativos de significância. Todas as comparações 
estatísticas foram efetuadas utilizando-se o pacote estatístico Statistica (StatSoft 







Efeito do peptídeo Aβ1-40 sobre a expressão do RNAm para MIP-1α e CCR5 
A expressão aumentada de receptores para quimiocinas e seus ligantes 
em cérebros acometidos pela doença de Alzheimer vem sendo amplamente 
descrita. Dessa forma, visando avaliar o efeito do peptídeo Aβ1-40 sobre a 
expressão de MIP-1α e CCR5, os níveis do RNAm para ambas as proteínas 
foram avaliados no hipocampo de camundongos C57Bl6 (+/+) em diferentes 
períodos de tempo após o tratamento com Aβ1-40, através da técnica de RT-PCR. 
Em condições basais, o RNAm para o MIP-1α é detectado no hipocampo. O 
tratamento i.c.v. com Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) promoveu aumento rápido e 
tempo-dependente nos níveis do RNAm para a MIP-1α, sendo que esse aumento 
ocorreu 1 h após, e pôde ser observado até 8 dias após o tratamento (Fig. 1A e 
B). A análise temporal demonstrou ainda que a expressão do RNAm para o CCR5 
ocorre em condições basais no hipocampo, contudo a mesma não é alterada de 








Figura 1 - Efeito da administração i.c.v. do peptídeo Aβ1-40 sobre a expressão 
do RNAm para MIP-1α e CCR5 no hipocampo de camundongos. 
Camundongos C57BL/6 (+/+) foram tratados com Aβ1-40 (400 pmol/camundongo, 
i.c.v.), e tiveram os hipocampos isolados após diferentes intervalos de tempo. 
Animais naïve foram utilizados como controle. O RNA total foi isolado para a 
avaliação da expressão do RNAm para MIP-1α ou CCR5, e o RNAm para β-
actina foi utilizado como controle. (A) Análise de RT-PCR representativa 
demonstrando a expressão de RNAm para MIP-1α, CCR5 e β-actina. 
Representação gráfica da densitometria óptica dos produtos de RT-PCR para (B) 
MIP-1α e (C) CCR5 normalizada pelos produtos para β-actina. Os valores 
representam a média ± E.P.M. (N = 3–5/grupo). *P < 0,05 e **P < 0,01 comparado 




Papel da MIP-1α e do CCR5 na ativação de células gliais induzida pelo 
peptídeo Aβ1-40 
Diferentes estudos sugerem que a doença de Alzheimer é uma patologia 
neuroinflamatória, caracterizada principalmente pela presença aumentada de 
células gliais ativadas no cérebro (Akiyama et al., 2000; Wyss-Coray, 2006). Para 
verificar o efeito do peptídeo Aβ1-40 sobre a ativação de astrócitos e da micróglia 
no hipocampo dos animais C57Bl6 (+/+), foi avaliada a expressão de GFAP e 
CD68, respectivamente, através da técnica de imunoistoquímica. Os dados 
apresentados na Figura 2 (A e C) demonstram que em condições basais o 
número de células positivas para GFAP é 16 ± 2 células por corte histológico. Por 
outro lado, a administração i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) resultou em 
aumento significativo e dependente do tempo do número de células positivas para 
GFAP, sendo a resposta máxima observada 6 h após o tratamento (76 ± 6 células 
por corte histológico; aumento de 5 vezes), permanecendo significativa por até 8 
dias (Fig. 2A e C). De maneira semelhante, o tratamento i.c.v. com o Aβ1-40 
promoveu aumento significativo do número de células positivas para o CD68 após 
24 h, atingindo níveis máximos 8 dias após o tratamento (59 ± 11 células por corte 
histológico; aumento de 15 vezes), quando comparado aos animais naïve (4 ± 1 
células por corte histológico) (Fig. 2B e D). O tratamento com o fragmento 
amilóide inverso (Aβ40-1) não alterou o número de células positivas para GFAP ou 
CD68 em relação ao grupo naïve (Fig. 2). 
O possível envolvimento da MIP-1α e do CCR5 no acúmulo de astrócitos e 
células microgliais ativados observado após o tratamento i.c.v. com Aβ1-40 também 
foi avaliado. Os resultados do presente estudo demonstram que, em comparação 
com animais da linhagem C57Bl/6 (+/+), tanto a deleção gênica da MIP-1α, 
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quanto do CCR5, são capazes de prevenir significativamente o aumento do 
número de células positivas para GFAP no hipocampo, quando avaliado 6 h após 
a administração i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) (Fig. 3A e C; inibição de 
54% e 76%, respectivamente). Da mesma forma, o aumento do número de 
células positivas para o CD68, observado 8 dias após o tratamento com Aβ1-40, foi 
quase que totalmente abolido nos camundongos MIP-1α-/- ou CCR5-/-, quando 
comparado a camundongos da linhagem C57Bl/6 (+/+) (Fig. 3B e D; inibição de 
87% e 98%, respectivamente). Estes resultados sugerem, portanto, que a 
ativação do receptor CCR5, principalmente pela MIP-1α, constitui um evento 
crucial para o acúmulo de astrócitos e células microgliais ativadas induzido pelo 






Figura 2 – Efeito do tratamento i.c.v. com o peptídeo Aβ1-40 sobre a ativação 
de células gliais no hipocampo de camundongos. A análise imunoistoquímica 
para GFAP e CD68 foi realizada em diferentes intervalos de tempo após a injeção 
i.c.v. de Aβ1-40 ou Aβ40-1 (400 pmol/camundongo) em camundongos C57Bl/6 (+/+). 
Animais naïve foram utilizados como controle. A contagem de células positivas foi 
realizada por meio de inspeção visual no aumento de 40 x em quatro cortes 
histológicos do hipocampo utilizando microscópio óptico. Imagens representativas 
da imunomarcação para (A) GFAP ou (B) CD68 na subregião CA1 (aumento: 100 
x). Representação gráfica do número de células positivas para (C) GFAP e (D) 
CD68 determinado em cada um dos cortes histológicos do hipocampo. Os valores 





Figura 3 – Envolvimento da MIP-1α e do CCR5 na ativação de células gliais 
no hipocampo de camundongos induzida pela administração i.c.v. do 
peptídeo Aβ1-40. A análise imunoistoquímica para GFAP e CD68 foi realizada 6 h 
ou 8 dias após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) ou veículo (PBS), 
respectivamente. A contagem de células positivas foi realizada por meio de 
inspeção visual no aumento de 40 x em quatro cortes histológicos do hipocampo 
utilizando microscópio óptico. Imagens representativas da imunomarcação para 
(A) GFAP ou (B) CD68 na subregião CA1 (aumento: 100 x). Representação 
gráfica demonstrando uma redução do número de células positivas para (C) 
GFAP e (D) CD68 em cada um dos cortes histológicos do hipocampo de 
camundongos MIP-1α-/- e CCR5-/-, em comparação aos animais C57Bl/6 (+/+). Os 
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valores representam a média ± E.P.M. (N = 5/grupo). **P < 0,01 comparado ao 
grupo PBS/(+/+); ##P < 0,01 comparado ao grupo Aβ1-40/(+/+).  
 
Envolvimento da MIP-1α e do CCR5 no aumento da expressão da iNOS e da 
COX-2 induzido pelo peptídeo Aβ1-40 
A expressão das enzimas iNOS e COX-2 foi avaliada no hipocampo de 
camundongos C57Bl6 (+/+) 1 e 8 dias após o tratamento com os peptídeos 
amilóides, através da técnica de western blot. Os resultados da Figura 4 indicam 
que, em condições basais, a expressão de iNOS e COX-2 no hipocampo é 
detectada. Todavia, a injeção i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) induziu 
aumento significativo na expressão de ambas as enzimas, sendo a expressão 
máxima verificada 1 dia após o tratamento, efeito este que persiste por até 8 dias 
(Fig. 4A e B). Ao contrário, o tratamento com o peptídeo inverso Aβ40-1 não alterou 
o padrão de expressão da iNOS ou da COX-2. 
A análise por western blot revelou também que o aumento na expressão da 
iNOS, observado no hipocampo 1 dia após a administração i.c.v. de Aβ1-40, foi 
atenuado de maneira marcante nos animais MIP-1α-/- ou CCR5-/-, em comparação 
com animais da linhagem C57Bl/6 (+/+) tratados com Aβ1-40 (Fig. 5A e B; inibição 
de 50% e 68%, respectivamente). Além disso, os dados ilustrados na Figura 5 (C 
e D) indicam que, em comparação com animais da linhagem C57Bl/6 (+/+), a 
deleção gênica da MIP-1α ou do CCR5  promoveu redução significativa da 
expressão da COX-2 observada 1 dia após o tratamento com Aβ1-40, conforme 
análise através da técnica de imunoistoquímica. As taxas de inibição observadas 
foram de 50% e 70%, respectivamente. Estes dados sugerem que a MIP-1α e o 
CCR5 constituem importantes mediadores para o estabelecimento da resposta 





Figura 4 – Efeito do tratamento i.c.v. com o peptídeo Aβ1-40 sobre a 
expressão de iNOS e COX-2 no hipocampo de camundongos. A análise por 
western blot para iNOS e COX-2  foi realizada no hipocampo de camundongos 
C57Bl/6 (+/+) 1 e 8 dias após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 ou Aβ40-1 (400 
pmol/camundongo). Animais naïve (N) foram utilizados como controle. (A) 
Imagens representativas demonstrando um aumento dependente do tempo da 
expressão de iNOS e COX-2 induzido pelo tratamento com Aβ1-40. (B) 
Representação gráfica da densitometria óptica dos produtos de western blot para 
iNOS e COX-2 normalizada pelos produtos para β-actina. Os valores representam 







Figura 5 – Papel da MIP-1α e do CCR5 na expressão de iNOS e COX-2 
induzida no hipocampo de camundongos pela administração i.c.v. do 
peptídeo Aβ1-40. As análises de western blot para iNOS ou de imunoistoquímica 
para COX-2 foram realizadas 1 dia após o tratamento i.c.v. com Aβ1-40 (400 
pmol/camundongo) ou veículo (PBS). Imagens representativas demonstrando 
redução na expressão da (A) iNOS e (B) COX-2 (subregião hipocampal CA1) 
induzida pelo Aβ1-40 em animais MIP-1α-/- e CCR5-/-. Aumento: 20 x. 
Representação gráfica da densitometria óptica dos produtos de western blot para 
(C) iNOS obtidos no hipocampo normalizada pelos produtos para β-actina, ou da 
imunomarcação média para (D) COX-2 avaliada nas subregiões hipocampais 
CA1, CA2, CA3 e giro denteado. Os valores representam a média ± E.P.M. (N = 
3–5/grupo). **P < 0.01 comparado ao grupo PBS/(+/+); ##P < 0,01 comparado ao 
grupo Aβ1-40/(+/+). D.O., densidade óptica. 
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Papel da MIP-1α e do CCR5 na ativação de fatores de transcrição induzida 
pelo peptídeo Aβ1-40 
A expressão das enzimas iNOS e COX-2 é regulada finamente em nível 
transcricional (Eberhardt et al., 1996; Kim e Fischer, 1998). Além disso, o 
envolvimento do receptor CCR5 na ativação de fatores de transcrição vem sendo 
descrito no hipocampo durante processos neuroinflamatórios (Rosi et al., 2005). 
Neste sentido, foi avaliada a participação da MIP-1α e do CCR5 na ativação de 
alguns fatores de transcrição com sítios de ligação presentes na região promotora 
dos genes que codificam a iNOS ou a COX-2, induzida pelo peptídeo Aβ1-40. Em 
condições basais, é possível verificar níveis baixos de ativação de CREB, NF-κB 
e AP-1 no hipocampo de camundongos da linhagem C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- e 
CCR5-/- (Fig. 6). Os dados da Figura 6 demonstram também que a administração 
i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) em camundongos C57Bl/6 (+/+) induziu o 
aumento da ativação dos fatores de transcrição CREB, NF-κB e AP-1 quando 
avaliado 6 h após o tratamento, conforme análise de imunoistoquímica para a 
forma fosforilada do CREB (p-CREB) e do número de células positivas para a 
forma fosforilada da p65 (p-p65) e da c-Jun (p-c-Jun) no hipocampo, 
respectivamente.  
De maneira interessante, a deleção gênica da MIP-1α e, em maior 
extensão, do CCR5 foi capaz de inibir significativamente o aumento dos níveis de 
p-CREB observados no hipocampo 6 h após o tratamento com Aβ1-40, em 
comparação com animais C57Bl/6 (+/+) (Fig. 6A e B; inibição de 45% e 94%, 
respectivamente). 
Da mesma forma, foi possível observar redução do número de células 
positivas para p-p65 (Fig. 6C e D) ou p-c-Jun (Fig. 6E e F) no hipocampo dos 
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animais MIP-1α-/- e CCR5-/- tratados com Aβ1-40. As taxas de inibição observadas 




Figura 6 – Envolvimento da MIP-1α e do CCR5 na ativação de fatores de 
transcrição induzida no hipocampo de camundongos após o tratamento 
i.c.v. com o peptídeo Aβ1-40. A análise por imunoistoquímica para p-CREB, p-
p65 e p-c-Jun foi realizada 6 h após a administração i.c.v. de Aβ1-40 (400 
pmol/camundongo) ou PBS. (A) Representação gráfica da imunomarcação média 
para p-CREB avaliada nas subregiões hipocampais CA1, CA2, CA3 e giro 
denteado, demonstrando ativação reduzida em animais MIP-1α-/- e CCR5-/-, em 
comparação aos animais C57Bl/6 (+/+). Resultados similares foram observados 
quando o número de células positivas por corte histológico para (C) p-p65 ou (E) 
p-c-Jun foi determinado. Os valores representam a média ± E.P.M. (N = 5/grupo). 
**P < 0.01 comparado ao grupo PBS/(+/+); #P < 0,05 e ##P < 0,01 comparado ao 
grupo Aβ1-40/(+/+). Imagens representativas da imunomarcação para (B) p-CREB, 
(D) p-p65 ou (F) p-c-Jun na subregião hipocampal CA1 de animais C57Bl/6 (+/+), 
MIP-1α-/- e CCR5-/-. Aumento: 20 x. D.O., densidade óptica. 
 
Implicação da MIP-1α e do CCR5 na migração e ativação celular in vitro 
Com o objetivo de confirmar o envolvimento da quimiocina MIP-1α e do 
receptor CCR5 na regulação da migração celular induzida pelo Aβ1-40, foram 
realizados estudos de quimiotaxia in vitro utilizando macrófagos peritoneais 
obtidos de camundongos C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- ou CCR5-/-. Os resultados da 
Figura 7A demonstram que não ocorreu alteração na resposta migratória de 
macrófagos isolados de animais C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- ou CCR5-/- em resposta 
ao meio de cultura de células estimuladas com Aβ40-1 (30 μM), quando comparada 
a resposta de células que não receberam estímulo quimiotático (controle). Por 
outro lado, o meio de cultura de células C57Bl/6 (+/+) estimuladas com Aβ1-40 
(meio condicionado Aβ) promoveu aumento de cerca de 9 vezes no índice 
quimiotático de células obtidas de animais C57Bl/6 (+/+), em comparação ao 
grupo controle. Além disso, foi possível observar redução significativa do 
processo de migração de células CCR5-/-, mas não de células MIP-1α-/-, induzido 
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pelo meio condicionado Aβ obtido a partir de células C57Bl/6 (+/+), quando 
comparado a células C57Bl/6 (+/+) (Fig. 7A; inibição de 50%). Resultados 
semelhantes foram obtidos quando o meio condicionado Aβ produzido por células 
CCR5-/- foi utilizado como estímulo quimiotático. Contudo, o meio condicionado Aβ 
obtido a partir de células MIP-1α-/- se mostrou menos efetivo em induzir a 
quimiotaxia de células C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- e CCR5-/-, em comparação com o 
meio condicionado Aβ produzido por células C57Bl/6 (+/+) (Fig. 7A; inibição de 
60%, 70% e 83%, respectivamente).  
Além do meio condicionado Aβ, a anafilotoxina C5a (10 nM) também 
promoveu aumento de cerca de 11 vezes no índice quimiotático de células 
obtidas de animais C57Bl/6 (+/+), em comparação ao controle (sem estímulo 
quimiotático) (Fig. 7B). De maneira importante, a deleção gênica da MIP-1α ou do 
CCR5 não alterou o aumento no processo de migração celular induzido pela 
anafilotoxina C5a (Fig. 7B). 
Com o objetivo de verificar o possível envolvimento direto da MIP-1α ou do 
CCR5 na ativação celular, foi avaliada a produção de duas citocinas envolvidas 
na resposta inflamatória, a IL-1β e o TNF-α. Para isso, macrófagos obtidos de 
camundongos C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- ou CCR5-/- foram estimulados com LPS 
(100 ng/ml), anafilotoxina C5a (10 nM), Aβ1-40 (30 μM) ou Aβ40-1 (30 μM) durante 
24 h e o sobrenadante foi utilizado no ensaio de ELISA. O tratamento das células 
C57Bl/6 (+/+) com LPS, C5a ou Aβ1-40, mas não com Aβ40-1, resultou em aumento 
nos níveis de IL-1β (Fig. 8A) e TNF-α (Fig. 8B) no sobrenadante das mesmas, em 
comparação ao grupo controle. Os resultados da Figura 8 (A e B) indicam ainda 
que as células MIP-1α-/- ou CCR5-/- respondem de maneira similar às células 
C57Bl/6 (+/+) aos estímulos utilizados. Por fim, como mostrado na Figura 8C, 
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nenhum dos tratamentos reduziu significativamente a viabilidade das células. Os 
resultados obtidos sugerem que a MIP-1α e o CCR5 regulam diretamente o 




Figura 7 – Envolvimento da MIP-1α e do CCR5 na migração celular in vitro. 
Macrófagos peritoneais foram isolados de camundongos C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- 
ou CCR5-/-, cultivados por 24 h na presença de 30 μM Aβ40-1 ou Aβ1-40 (meio 
condicinado Aβ) e o sobrenadante foi utilizado no ensaio de quimiotaxia. Índice de 
quimiotaxia de macrófagos C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- ou CCR5-/-, induzida pelo meio 
condicionado Aβ ou pelo meio de cultura de macrófagos estimulados com Aβ40-1 
(A), ou pela C5a (10 nM) (B). O índice de quimiotaxia foi determinado através do 
cálculo da razão entre o número de macrófagos que migraram em resposta ao 
estímulo quimiotático e o número de macrófagos que migraram em resposta ao 
meio RPMI 1640 (migração basal). Os experimentos foram realizados em 
triplicata. O termo “controle” se refere a células não estimuladas. Os valores 
representam a média ± E.P.M. (N = 3/grupo). **P < 0,01 comparado ao grupo 






Figura 8 – Papel da MIP-1α e do CCR5 na ativação celular in vitro. 
Determinação dos níveis das citocinas (A) IL-1β e (B) TNF-α no sobrenadante de 
macrófagos peritoneais obtidos de camundongos C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- ou 
CCR5-/-, estimulados com LPS (100 ng/ml), anafilotoxina C5a (10 nM), Aβ1-40 (30 
μM) ou Aβ40-1 (30 μM) por 24 h. O sobrenadante de macrófagos estimulados com 
veículo foi utilizado como controle. (C) Viabilidade celular determinada após a 
estimulação celular com LPS, anafilotoxina C5a, Aβ1-40 ou Aβ40-1. A medida dos 
níveis de citocinas foi realizada em duplicata. Os valores representam a média ± 




Papel da MIP-1α e do CCR5 no dano cognitivo induzido pelo peptídeo Aβ1-40 
A doença de Alzheimer é caracterizada clinicamente pelo declínio 
progressivo e irreversível das funções de aprendizado e memória (Mattson, 2004). 
No presente estudo foi avaliada a capacidade de aquisição (sessão de treino, 7 
dias após a injeção i.c.v. de Aβ, com plataforma) e retenção (sessão de teste, 1 
dia após o treino, sem plataforma) dos animais frente a informação espacial 
obtida no labirinto aquático de Morris, como indicativas das funções de 
aprendizado e memória. Os dados da Figura 9 mostram que a administração i.c.v. 
de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) em camundongos C57Bl/6 (+/+) resultou em 
declínio na função cognitiva, como demonstrado pelo aumento das latências para 
encontrar a plataforma na sessão de treino (Fig. 9A e C) e pela redução na 
preferência pelo quadrante correto na sessão de teste (Fig. 9B e D), em relação 
aos animais controle (PBS/+/+).  
Para verificar o envolvimento da MIP-1α e do CCR5 no dano cognitivo 
induzido pelo Aβ1-40, animais com ausência do gene para a MIP-1α ou para o 
CCR5 foram tratados com o peptídeo e submetidos ao teste do labirinto aquático 
de Morris. Os animais MIP-1α-/- apresentaram redução do dano sobre a memória 
espacial induzido pelo Aβ1-40, como verificado pelas menores latências para 
encontrar a plataforma durante a sessão de treino, em comparação aos animais 
da linhagem C57Bl/6 (+/+) tratados com Aβ1-40 (Fig. 9A). Quando os animais foram 
submetidos à sessão de teste, foi possível observar aumento significativo da 
preferência pelo quadrante correto nos animais MIP-1α-/- (Fig. 9B e C) tratados 
com Aβ1-40, em comparação aos animais C57Bl/6 (+/+) tratados com o peptídeo, 
indicando maior resistência destes animais ao prejuízo cognitivo induzido pelo 
Aβ1-40. De maneira semelhante, os resultados ilustrados na Figura 10 mostram 
52 
 
que o CCR5 parece exercer papel importante no declínio de memória induzido 
pela Aβ1-40, uma vez que a deleção gênica do CCR5 resultou em redução das 
latências para encontrar a plataforma na sessão de treino, em comparação aos 
animais da linhagem C57Bl/6 (+/+) tratados com o peptídeo (Fig. 10A). Além 
disso, a análise dos dados obtidos na sessão de teste indica que os animais 
CCR5-/- apresentaram inibição significativa do dano cognitivo induzido pela injeção 
i.c.v. de Aβ1-40, como demonstrado pelo aumento na preferência pelo quadrante 
correto em relação aos animais C57Bl/6 (+/+) tratados com Aβ1-40 (Fig. 10B e C). 
Os efeitos da Aβ1-40 no desempenho dos camundongos C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- ou 
CCR5-/- no labirinto aquático de Morris não parecem estar associados a alterações 
da atividade locomotora dos animais, uma vez que este tratamento não interferiu 
na velocidade de nado (Fig. 9D e Fig. 10D) e distância percorrida (Fig. 9E e Fig. 
10E) durante a sessão de teste, bem como nos parâmetros comportamentais de 
















Figura 9 – Envolvimento da MIP-1α no dano cognitivo induzido pelo 
tratamento i.c.v. com o peptídeo Aβ1-40 em camundongos. Os animais foram 
treinados e testados no labirinto aquático de Morris, respectivamente, 7 e 8 dias 
após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) ou veículo (PBS). (A) 
Tempo (latência) para os animais encontrarem a plataforma submersa no labirinto 
aquático de Morris durante a sessão de treino. (B) Tempo gasto no quadrante 
correto, (C) trajetória de nado, (D) velocidade e (E) distância percorrida dos 
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animais no labirinto aquático de Morris durante a sessão de teste. Os valores 
representam a média ± E.P.M. (N = 8/grupo). *P < 0,05 comparado ao grupo 
PBS/(+/+). #P < 0,05 comparado ao grupo Aβ1-40/(+/+).  
 
Figura 10 – Envolvimento do CCR5 no dano cognitivo induzido pelo 
tratamento i.c.v. com o peptídeo Aβ1-40 em camundongos. Os animais foram 
treinados e testados no labirinto aquático de Morris, respectivamente, 7 e 8 dias 
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após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) ou veículo (PBS). (A) 
Tempo (latência) para os animais encontrarem a plataforma submersa no labirinto 
aquático de Morris durante a sessão de treino. (B) Tempo gasto no quadrante 
correto, (C) trajetória de nado, (D) velocidade e (E) distância percorrida dos 
animais no labirinto aquático de Morris durante a sessão de teste. Os valores 
representam a média ± E.P.M. (N = 8/grupo). *P < 0,05 comparado ao grupo 
PBS/(+/+). #P < 0,05 comparado ao grupo Aβ1-40/(+/+).  
 
Tratamento Linhagem Cruzamentos Atos de levantar 
PBS 
C57Bl/6 (+/+) 101 ± 4 34 ± 2 
MIP-1α-/- 125 ± 6* 30 ± 2 
CCR5-/- 96 ± 4 37 ± 2 
Aβ1-40 
C57Bl/6 (+/+) 102 ± 6 32 ± 2 
MIP-1α-/- 135 ± 7# 35 ± 3 
CCR5-/- 93 ± 4 36 ± 2 
 
Tabela 1 – Efeito da administração i.c.v. do peptídeo Aβ1-40 sobre os 
parâmetros comportamentais de exploração no campo aberto de 
camundongos C57Bl/6 (+/+), MIP-1α-/- ou CCR5-/-. Os diferentes grupos foram 
avaliados no campo aberto 8 dias após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 (400 
pmol/camundongo) ou veículo (PBS). Foi avaliado o número de cruzamentos e 
atos de levantar durante um período de 5 min. Os valores representam a média ± 
E.P.M. (N = 8/grupo). *P < 0.05 comparado ao grupo PBS/(+/+). #P < 0,05 
comparado ao grupo Aβ1-40/(+/+).  
 
Papel da MIP-1α e do CCR5 na disfunção sináptica induzida pelo peptídeo 
Aβ1-40 
Com o objetivo de avaliar a integridade sináptica 8 dias após a 
administração i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo), foi avaliada a expressão da 
proteína pré-sináptica sinaptofisina no hipocampo pela técnica de 
imunoistoquímica. Os dados da Figura 11 mostram que o tratamento i.c.v. com o 
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Aβ1-40 resultou em redução significativa dos níveis hipocampais de sinaptofisina, 
em comparação com os animais da linhagem C57Bl/6 (+/+) tratados com PBS, 
sugerindo um processo de disfunção sináptica induzido pelo peptídeo. No 
entanto, tanto os animais MIP-1α-/- quanto os animais CCR5-/- parecem ser mais 
resistentes ao processo de disfunção sináptica induzido pelo Aβ1-40, como 
demonstrado pelos níveis significativamente elevados de sinaptofisina em 
comparação com os animais C57Bl/6 (+/+) tratados com Aβ1-40 (Fig. 11A e B; 
inibição de 50 e 100%, respectivamente). 
 
Figura 11 – Papel da MIP-1α e do CCR5 no dano sináptico induzido pela 
administração i.c.v. de Aβ1-40 em camundongos. (A) Imagens representativas 
da reação de imunoistoquímica para a proteína pré-sináptica sinaptofisina em 
tecidos coletados 8 dias após a administração i.c.v. de Aβ1-40 (400 
pmol/camundongo) ou PBS. Aumento de 40 x. (B) Medida da densidade óptica da 
imunoreatividade da sinaptofisina avaliada nas subregiões hipocampais CA1, 
CA2, CA3 e giro denteado. Os valores representam a média ± E.P.M. (N = 




Papel da via PI3Kγ na ativação de células gliais induzida pelo peptídeo Aβ1-40 
Para verificar o possível envolvimento da via PI3Kγ no acúmulo de células 
gliais ativadas induzido pela Aβ1-40, foi avaliada a imunomarcação para GFAP e 
CD68 no hipocampo de camundongos C57Bl/6 (+/+) tratados com um inibidor 
seletivo da PI3Kγ, o composto AS605240. Conforme descrito anteriormente, 
cérebros obtidos de animais tratados por via i.c.v. com PBS apresentaram células 
positivas para GFAP ou CD68 no hipocampo (Fig. 12). Por outro lado, a 
administração i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) resultou em aumento 
significativo do número de células positivas para GFAP e CD68 no hipocampo, 
quando avaliado 6 h e 8 dias após o tratamento, respectivamente (Fig. 12). Os 
resultados da Figura 12 mostram ainda que o bloqueio farmacológico da PI3Kγ 
com o uso do AS605240 (30 mg/Kg, v.o.) inibiu significativamente o aumento do 
número de astrócitos (Fig. 12A e C; inibição de 63%) e de células microgliais (Fig. 
12B e D; inibição de 88%) ativados induzido pela Aβ1-40, quando comparado ao 
grupo que recebeu Aβ1-40/veículo, como demonstrado pela redução no número de 
células positivas para GFAP e CD68, respectivamente. Estes dados demonstram 
que a via da PI3Kγ exerce papel fundamental no processo de migração celular 





Figura 12 – Efeito do AS605240 sobre a ativação de células gliais induzida 
no hipocampo de camundongos pelo tratamento i.c.v. com Aβ1-40. O 
AS605240 (AS; 30 mg/Kg, v.o.) foi administrado 1 h antes e 12 h após a injeção 
i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) e duas vezes ao dia (12/12 h) durante os 
dias consecutivos até o momento da coleta dos tecidos para análise de 
imunoistoquímica. Animais tratados com veículo (V; PBS, v.o.) foram utilizados 
como controle. A contagem de células positivas foi realizada por meio de 
inspeção visual no aumento de 40 x em quatro cortes histológicos do hipocampo 
utilizando microscópio óptico. Imagens representativas da imunomarcação para 
(A) GFAP ou (B) CD68 avaliada em tecidos coletados, respectivamente, 6 h e 8 
dias após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 ou PBS. Aumento de 100 x (subregião 
hipocampal CA1). Representação gráfica do número de células positivas para (C) 
GFAP ou (D) CD68 em cada um dos cortes histológicos do hipocampo. Os 
valores representam a média ± E.P.M. (N = 5/grupo). **P < 0,01 comparado ao 
grupo PBS/veículo. ##P < 0,01 comparado ao grupo Aβ1-40/veículo. 
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Envolvimento da via PI3Kγ no aumento da expressão da COX-2 induzido 
pelo peptídeo Aβ1-40 
A expressão da COX-2 foi avaliada no hipocampo de camundongos 
C57Bl/6 (+/+) 24 h após o tratamento com Aβ1-40, através da técnica de 
imunoistoquímica. Os dados da Figura 13 indicam que, conforme demonstrado 
anteriormente, a enzima COX-2 foi detectada no hipocampo de animais tratados 
por via i.c.v. com PBS. Por sua vez, o tratamento i.c.v. com Aβ1-40 promoveu 
aumento significativo na expressão da enzima nas diferentes subregiões do 
hipocampo. O tratamento com AS605240 (30 mg/Kg, v.o.) inibiu de maneira 
significativa o aumento da expressão da COX-2 induzido pelo Aβ1-40, quando 
comparado com animais que receberam Aβ1-40/veículo, como indicado pela 
imunomarcação reduzida para COX-2 (Fig. 13A e B). A inibição observada foi de 
83%. Estes resultados indicam que a PI3Kγ é um importante mediador na 
regulação da expressão da proteína COX-2 neste modelo experimental. 
 
Papel da via PI3Kγ na migração e ativação celular in vitro 
Para confirmar a participação da via PI3Kγ na regulação do processo de 
migração celular foram realizados estudos de quimiotaxia in vitro utilizando 
macrófagos peritoneais obtidos de camundongos C57Bl/6 (+/+). Como exposto na 
Figura 14A, o AS605240 (0,1-10 μM) não alterou de forma significativa a migração 
espontânea dos macrófagos. Por outro lado, o meio de cultura de células 
estimuladas com Aβ1-40 (meio condicionado Aβ) e a anafilotoxina C5a (10 nM) 
promoveram aumento de 9 e 16 vezes no índice quimiotático, respectivamente. 
Além disso, o AS605240 reduziu de maneira dependente da concentração o 
aumento no processo de migração celular induzido pelos agentes quimiotáticos. A 
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concentração inibitória 50% (CI50) do AS605240 frente aos estímulos 
quimiotáticos meio condicionado Aβ e anafilotoxina C5a foi de 4,7 (1,2–8,2) μM e 
3,4 (1,2–5,6) μM, respectivamente. 
Com o objetivo de avaliar o possível papel da via PI3Kγ no controle da 
produção de citocinas envolvidas na resposta inflamatória, os macrófagos foram 
tratados com LPS (100 ng/ml), anafilotoxina C5a (10 nM) ou Aβ1-40 (30 μM) na  
ausência ou presença do AS605240 (0,1–10 μM) durante 24 h, e o sobrenadante 
destas células foi utilizado no ensaio de ELISA. O tratamento das células com os 
diferentes estímulos resultou em aumento nos níveis de IL-1β (Fig. 14B) e TNF-α 
(Fig. 14C). Entretanto, o AS605240 não alterou o aumento na produção das 
citocinas IL-1β e TNF-α induzido pelo LPS, anafilotoxina C5a ou pelo Aβ1-40. De 
maneira importante, nenhum dos tratamentos reduziu de maneira significativa a 
viabilidade celular (Fig. 14D). Em conjunto, estes dados indicam que a PI3Kγ 
modula a produção de proteínas envolvidas no processo inflamatório de maneira 

















Figura 13 – Efeito do AS605240 sobre o aumento da expressão da COX-2 
induzido no hipocampo de camundongos pelo tratamento i.c.v. com o 
peptídeo Aβ1-40. A análise de imunoistoquímica para COX-2 foi realizada 24 h 
após a administração i.c.v. de Aβ1-40 (400 pmol/camundongo) ou PBS. O 
AS605240 (AS; 30 mg/Kg, v.o.) foi administrado 1 h antes e 12 h após a injeção 
i.c.v. de Aβ1-40. Animais tratados com veículo (V; PBS, v.o.) foram utilizados como 
controle. (A) Imagens representativas da imunomarcação para COX-2. Aumento 
de 100 x (subregião hipocampal CA1). (B) Representação gráfica da 
imunomarcação média para COX-2 avaliada nas subregiões hipocampais CA1, 
CA2, CA3 e giro denteado. Os valores representam a média ± E.P.M. (N = 






Figura 14 – Efeito do AS605240 sobre a migração e ativação celular in vitro. 
(A) Índice de quimiotaxia de macrófagos peritoneais induzida pelo meio de cultura 
de macrófagos estimulados por 24 h com Aβ1-40 (meio condicionado Aβ) ou pela 
anafilotoxina C5a (10 nM). O índice de quimiotaxia foi determinado através do 
cálculo da razão entre o número de macrófagos que migraram em resposta ao 
estímulo quimiotático e o número de macrófagos que migraram em resposta ao 
meio RPMI 1640 (migração basal). O AS605240 (0,1–10 μM) ou veículo (meio 
RPMI 1640) foi adicionado nos compartimentos superior e inferior da câmara de 
quimiotaxia. Determinação dos níveis das citocinas (B) IL-1β e (C) TNF-α no 
sobrenadante de células estimuladas com LPS (100 ng/ml), anafilotoxina C5a (10 
nM) ou Aβ1-40 (30 μM) por 24 h na ausência ou na presença do AS605240 (0.1–10 
μM). (D) Viabilidade celular determinada após a estimulação com LPS, 
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anafilotoxina C5a ou Aβ1-40. Os experimentos de quimiotaxia foram realizados em 
triplicata e a medida dos níveis de citocinas realizada em duplicata. O termo 
“controle” se refere a células não estimuladas. Os valores representam a média ± 
E.P.M. (N = 3/grupo). **P < 0,01 comparado ao grupo controle. #P < 0,05 e ##P < 
0,01 comparado ao respectivo agente quimiotático/veículo. 
 
Envolvimento da via PI3Kγ no dano cognitivo induzido pelo Aβ1-40 
Como demonstrado anteriormente, a administração i.c.v. de Aβ1-40 (400 
pmol/camundongo) em camundongos C57Bl/6 (+/+) resultou em declínio na 
função cognitiva, como demonstrado pelas altas latências para encontrar a 
plataforma na sessão de treino (Fig. 15A; 7 dias após a administração) e pela 
redução na preferência pelo quadrante correto na sessão de teste (Fig. 15B; 8 
dias após a administração), em relação aos animais controle (PBS, i.c.v.). Com o 
objetivo de avaliar a participação da via PI3Kγ no processo de dano cognitivo 
induzido pela Aβ1-40, os animais foram tratados com o AS605240 (30 mg/Kg, v.o.). 
Os dados ilustrados na figura 15 indicam que o AS605240 não promoveu 
alterações significativas per se no desempenho dos camundongos nas sessões 
de treino e teste do labirinto aquático de Morris, sugerindo que a via PI3Kγ não 
participa do processo de aprendizado e memória espacial de camundongos. Por 
outro lado, o tratamento com AS605240 reduziu significativamente o prejuízo no 
processo de aprendizado e memória induzido pela injeção i.c.v. da Aβ1-40. Os 
animais tratados com AS605240 apresentaram desempenho melhor no labirinto 
aquático de Morris em relação ao grupo tratado com Aβ1-40/veículo, como indicado 
pela redução nas latências para encontrar a plataforma na sessão de treino (Fig. 
15A) e pelo aumento na preferência pelo quadrante correto na sessão de teste 
(Fig 15B e C). De maneira importante, os efeitos da Aβ1-40 e do AS605240 sobre o 
desempenho dos animais no labirinto aquático de Morris não parecem estar 
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associados a alterações da atividade locomotora dos animais, uma vez que estes 
tratamentos não interferiram na velocidade de nado (Fig. 15D) e distância 
percorrida (Fig. 15E) durante a sessão de teste, ou ainda nos parâmetros 
comportamentais de exploração (cruzamentos e atos de levantar) no teste do 




Figura 15 – Efeito do AS605240 sobre o dano cognitivo induzido pela 
administração i.c.v. do peptídeo Aβ1-40 em camundongos. O AS605240 (30 
mg/Kg, v.o.) foi administrado 1 h antes e 12 h após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 (400 
pmol/camundongo) e duas vezes ao dia (12/12 h) durante os dias consecutivos 
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até o momento da realização dos experimentos. Animais tratados com veículo (V; 
PBS, v.o.) foram utilizados como controle. Os diferentes grupos foram treinados e 
testados no labirinto aquático de Morris, respectivamente, 7 e 8 dias após a 
injeção i.c.v. da Aβ1-40 ou PBS. (A) Tempo (latência) para os animais encontrarem 
a plataforma submersa no labirinto aquático de Morris durante a sessão de treino. 
(B) Tempo gasto no quadrante correto, (C) trajetória de nado, (D) velocidade e (E) 
distância percorrida dos animais no labirinto aquático de Morris durante a sessão 
de teste. Os valores representam a média ± E.P.M. (N = 8/grupo). **P < 0,01 
comparado ao grupo PBS/veículo. ##P < 0,01 comparado ao grupo Aβ1-40/veículo. 
 
Pré-tratamento Tratamento Cruzamentos Atos de levantar
PBS 
PBS 101±4 34±2 
Aβ1-40 102±6 32±2 
AS605240 
PBS 93±6 29±1 
Aβ1-40 114±6 29±1 
 
Tabela 2 – Efeito do tratamento com Aβ1-40 e/ou AS605240 sobre os 
parâmetros comportamentais de exploração no campo aberto. O AS605240 
(30 mg/Kg, v.o.) foi administrado 1 h antes e 12 h após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 
(400 pmol/camundongo) e duas vezes ao dia (12/12 h) durante os dias 
consecutivos até o momento da realização dos experimentos. Animais tratados 
com PBS (v.o.) foram utilizados como controle. Os diferentes grupos foram 
avaliados no campo aberto 8 dias após a injeção i.c.v. da Aβ1-40 ou veículo (PBS). 
Foi avaliado o número de cruzamentos e atos de levantar durante um período de 
5 min. Os valores representam a média ± E.P.M. (N = 8/grupo). 
 
Papel da via PI3Kγ na disfunção sináptica induzida pelo Aβ1-40 
Com o objetivo de avaliar a possível participação da via PI3Kγ no dano 
sináptico induzido pela Aβ1-40, foi analisada a expressão hipocampal da proteína 
pré-sináptica sinaptofisina 8 dias após a administração do peptídeo em animais 
tratados com AS605240. Como demonstrado na Figura 16, o nível de detecção da 
sinaptofisina no hipocampo de animais tratados com Aβ1-40 foi menor em relação 
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aos animais tratados por via i.c.v. com PBS (redução de 25%). De maneira 
importante, o tratamento com AS605240 (30 mg/Kg, v.o.) inibiu significativamente 
a redução dos níveis de sinaptofisina induzida pela administração i.c.v. de Aβ1-40, 
como demonstrado pela maior detecção da proteína sinaptofisina no hipocampo 















Figura 16 – Efeito do AS605240 sobre o dano sináptico induzido pela 
administração i.c.v. do peptídeo Aβ1-40 em camundongos. O AS605240 (30 
mg/Kg, v.o.) foi administrado 1 h antes e 12 h após a injeção i.c.v. de Aβ1-40 (400 
pmol/camundongo) e duas vezes ao dia (12/12 h) durante os dias consecutivos 
até o momento da realização dos experimentos. Animais tratados com veículo (V; 
PBS, v.o.) foram utilizados como controle. (A) Imagens representativas da reação 
de imunoistoquímica para a proteína pré-sináptica sinaptofisina na em tecidos 
coletados 8 dias após a administração i.c.v. de Aβ1-40 ou PBS. Aumento de 40 x. 
(B) Medida da densidade óptica da imunoreatividade da sinaptofisina avaliada nas 
subregiões hipocampais CA1, CA2, CA3 e giro denteado. Os valores representam 
a média ± E.P.M. (N = 5/grupo). **P < 0,01 comparado ao grupo PBS/veículo. ##P 
< 0,01 comparado ao grupo Aβ1-40/veículo. 
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Envolvimento da via PI3Kγ no dano cognitivo induzido pela escopolamina 
A neurotransmissão colinérgica tem papel importante no controle das 
funções cognitivas. O prejuízo no aprendizado e memória induzido pela 
administração de escopolamina foi previamente demonstrado em humanos, bem 
como em diferentes modelos experimentais em animais (Ebert e Kirch, 1998; Kim 
et al., 2007). Confirmando estes dados, o tratamento dos animais com 
escopolamina (1 mg/Kg, i.p.) resultou em aumento na latência para encontrar a 
plataforma na sessão de treino (Fig. 17A) e redução do tempo no quadrante 
correto na sessão de teste (Fig. 17B), em relação aos animais controle (PBS, i.p.). 
A fim de testar o efeito da via PI3Kγ sobre a amnésia induzida pela 
escopolamina os animais foram tratados com AS605240 (30 mg/Kg, v.o.). Como 
demonstrado na Figura 17, o AS605240 não foi capaz de reduzir o dano cognitivo 
promovido pela administração de escopolamina. Os animais tratados com o 
inibidor da PI3Kγ apresentaram desempenho similar aos animais tratados com 
veículo (PBS, v.o.) nas sessões de treino (Fig. 17A) e teste (Fig. 17B), após a 
injeção do antagonista muscarínico. Além disso, a análise da trajetória de nado 
demonstrou que os animais tratados com escopolamina nadaram de maneira 
aleatória no labirinto aquático de Morris, mesmo quando tratados com AS605240 
(Fig. 17C). Por fim, os dados de velocidade de nado (Fig. 17D) e distância 
percorrida (Fig. 17E) indicam que os diferentes tratamentos não promoveram 








Figura 17 – Efeito do AS605240 sobre o dano cognitivo induzido pela 
escopolamina em camundongos. O AS605240 (30 mg/Kg, v.o.) foi administrado 
1 h antes da injeção i.p. de escopolamina (Escop; 1 mg/Kg). Animais tratados com 
veículo (V; PBS, v.o.) foram utilizados como controle. Os diferentes grupos foram 
treinados e testados no labirinto aquático de Morris, respectivamente, 30 min e 24 
h após a injeção de escopolamina ou PBS. (A) Tempo (latência) para os animais 
encontrarem a plataforma submersa no labirinto aquático de Morris durante a 
sessão de treino. (B) Tempo gasto no quadrante correto, (C) trajetória de nado, 
(D) velocidade e (E) distância percorrida dos animais no labirinto aquático de 
Morris durante a sessão de teste. Os valores representam a média ± E.P.M. (N = 




Do ponto de vista imunológico, o cérebro é um órgão incomum. 
Inicialmente, a ausência de reações imunes no cérebro foi sugerida a partir de 
estudos demonstrando que tecidos heterólogos transplantados no cérebro são 
menos suscetíveis à rejeição do que aqueles transplantados em outros órgãos 
(Medawar, 1948; Barker e Billingham, 1977; Togo et al., 2002). Estes estudos 
contribuíram para que o cérebro fosse considerado um órgão imunologicamente 
privilegiado, onde a presença da barreira hematoencefálica permitiria sua 
compartimentalização e seria capaz de prevenir o influxo de elementos celulares 
e humorais do sistema imune presentes no sangue. Contudo, estudos conduzidos 
a partir da década de 80 do século passado vêm contribuindo para mudar este 
conceito, ao demonstrar importantes interações entre o sistema imune e o 
sistema nervoso central (Wekerle et al., 1986; 1987; Hickey e Kimura, 1988; 
Akiyama et al., 2000). Atualmente, sabe-se que a maioria das moléculas 
envolvidas nas respostas imunes pode ser produzida no próprio sistema nervoso 
central, e que este sofre a infiltração de leucócitos continuamente (Akiyama et al., 
2000; Rebenko-Moll et al., 2006).  
A resposta inflamatória associada ao sistema nervoso central, ou 
neuroinflamação, difere em alguns pontos daquela observada em tecidos 
periféricos, uma vez que os sinais clássicos da mesma (rubor, tumor, calor e dor) 
não são observados. A presença da barreira hematoencefálica interfere no 
desenvolvimento das alterações vasculares comumente observadas na periferia. 
Além disso, o cérebro não apresenta fibras sensoriais, o que impossibilita a 
detecção de dor e calor. A barreira hematoencefálica é capaz também de reduzir 
substancialmente a entrada de células inflamatórias, patógenos e de algumas 
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macromoléculas no tecido cerebral. Deste modo, no sistema nervoso central a 
inflamação se desenvolve como um processo peculiar e silencioso, sem a 
presença dos sinais clássicos observados na periferia (Tuppo e Arias, 2005). Em 
circunstâncias normais, a inflamação, que constitui uma peça chave das 
respostas imunes inatas, tem a função de remover materiais estranhos ou 
patógenos e promover o reparo tecidual, apresentando papel benéfico para os 
indivíduos. Em contrapartida, quando a resposta inflamatória perde seu caráter 
autolimitado e torna‐se crônica, ela pode causar graves efeitos ao organismo 
(Correale e Villa, 2004). Neste sentido, a neuroinflamação tem sido apontada 
como um fator comum que pode determinar a progressão de diferentes doenças 
neurodegenerativas (Block e Hong, 2005; Dheen et al., 2007). 
Inúmeros estudos têm demonstrado que, além dos aspectos 
neuropatológicos característicos, o cérebro de indivíduos acometidos pela doença 
de Alzheimer apresenta sinais evidentes da ativação do processo inflamatório 
(Akiyama et al., 2000; Wyss-Coray 2006; Schwab e McGeer, 2008). No entanto, o 
papel da inflamação no desenvolvimento e progressão da doença de Alzheimer 
ainda é pouco compreendido. Estudos epidemiológicos revelam que indivíduos 
que fizeram ou fazem uso prolongado de antiinflamatórios não-esteroidais 
apresentam menor risco no desenvolvimento da doença de Alzheimer, sugerindo 
que o processo neuroinflamatório pode contribuir para a progressão desta 
patologia (Rogers et al., 1993; Zandi et al., 2002; McGeer e McGeer, 2007). Além 
disso, alguns trabalhos têm sugerido uma associação entre polimorfismos em 
genes para citocinas e outras moléculas inflamatórias e a doença de Alzheimer 
(Wyss‐Coray, 2006). Entretanto, foi demonstrado recentemente que a relação 
entre o processo inflamatório e a progressão da doença de Alzheimer parece não 
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ser tão simples quanto se imaginava. Wyss‐Coray e colaboradores (2001) 
evidenciaram que alguns aspectos da resposta imunológica parecem ser 
importantes para a fagocitose dos fragmentos amilóides depositados no cérebro. 
Neste estudo, realizado em camundongos que expressam uma forma mutada da 
APP humana, foi verificado que a produção da citocina fator de crescimento 
transformador beta‐1 (TGFβ1) pelos astrócitos aumenta a atividade fagocítica da 
micróglia, reduzindo significativamente a formação de placas amilóides e de 
emaranhados neurofibrilares nas regiões hipocampal e cortical do cérebro. Neste 
mesmo modelo animal, o bloqueio da ativação da proteína C3 do sistema 
complemento tem efeito inverso, resultando no aumento da deposição de Aβ e da 
degeneração neuronal (Wyss‐Coray et al., 2002). Estes dados demonstram 
claramente que os mediadores envolvidos na resposta inflamatória podem 
apresentar papéis moduladores distintos durante a progressão da doença de 
Alzheimer. 
As células da glia apresentam funções importantes no sistema nervoso 
central, constituindo o principal tipo celular responsável pela função de defesa, e 
parecem desempenhar papel fundamental no processo inflamatório associado à 
doença de Alzheimer. O nome glia, derivado de uma palavra de origem grega que 
significa “cola”, reflete as funções inicialmente atribuídas a estas células, de 
suporte, nutrição e proteção neuronal (Miller, 2005). Essas células, que podem 
superar em até 10 vezes o número de neurônios em algumas áreas do cérebro 
humano, se dividem em três grupos: os astrócitos, os oligodendrócitos e as 
células da micróglia (Bradford, 1985). Os oligodendrócitos são responsáveis pela 
produção de mielina, facilitando a condução rápida de potenciais de ação através 
do isolamento de axônios neuronais, além de promover suporte trófico aos 
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neurônios (Barres, 2008). Os astrócitos, que são o grupo de células mais comum, 
são essenciais na comunicação glia-neurônio, manutenção da homeostasia 
iônica, secreção de fatores neurotróficos e participando da barreira 
hematoencefálica (Volterra e Meldolesi, 2005). Composta por células derivadas 
de progenitores mielóides que migram para o sistema nervoso central durante seu 
desenvolvimento, a micróglia compreende cerca de 10% das células da glia 
(Santambrogio et al., 2001; Soulet e Rivest, 2008). A micróglia exerce papel 
importante na defesa do sistema nervoso central, orquestrando as respostas 
imunes. Alterações em cada um destes tipos celulares foram documentadas 
através de estudos em pacientes acometidos pela doença de Alzheimer, bem 
como em culturas celulares e em modelos animais desta patologia (McGeer e 
McGeer, 2002). Anormalidades na atividade dos astrócitos, incluindo disfunção no 
transporte de glutamato, perturbações na regulação do cálcio e a produção 
elevada de citocinas, podem contribuir para a disfunção sináptica e morte 
neuronal (Mattson, 2004). Além disso, durante a doença de Alzheimer observa‐se 
grande número de células microgliais e astrócitos associados às placas amilóides 
e neurônios em degeneração. Acredita‐se que essas células participam da 
produção de toxinas e citocinas inflamatórias que, por sua vez, podem contribuir 
para o processo neurodegenerativo (McGeer e McGeer, 2002; Farfara et al., 
2008). 
Inúmeros estudos indicam que os processos de deposição de Aβ, formação 
de emaranhados neurofibrilares e de dano neuronal que ocorrem durante o 
desenvolvimento da doença de Alzheimer desencadeiam a ativação e 
recrutamento das células da glia residentes no sistema nervoso central (Akiyama 
et al., 2000; Wyss‐Coray e Mucke, 2002). Contudo, os mecanismos responsáveis 
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pelo recrutamento e ativação de células gliais, bem como o papel destes eventos 
na doença de Alzheimer ainda não são totalmente conhecidos. 
As quimiocinas e seus receptores têm papel fundamental no processo 
inflamatório, uma vez que coordenam a migração de células imunes para os sítios 
de inflamação. No sistema nervoso central, tanto a inflamação aguda quanto a 
crônica é acompanhada por um aumento na expressão destas proteínas (Cartier 
et al., 2005). A lista de quimiocinas e receptores descritos no cérebro de 
indivíduos acometidos pela doença de Alzheimer é extensa, no entanto, o número 
de estudos descrevendo a função destes mediadores é pequeno. Com o objetivo 
de verificar o possível envolvimento da quimiocina MIP-1α, do receptor CCR5 e 
da via de sinalização intracelular PI3Kγ na doença de Alzheimer, foi verificado o 
efeito do bloqueio genético ou farmacológico destas proteínas sobre as alterações 
moleculares e comportamentais induzidas pela administração i.c.v. do peptídeo 
Aβ1‐40 em camundongos. 
A MIP-1α é uma das principais quimiocinas expressas durante a inflamação 
do sistema nervoso central (Mennicken et al., 1999). Na doença de Alzheimer, a 
expressão aumentada desta quimiocina foi descrita em neurônios e em células da 
micróglia (Xia et al., 1998). Além disso, estudos in vitro descreveram a expressão 
da MIP-1α também por células da micróglia, astrócitos, oligodendrócitos e 
monócitos/macrófagos estimulados com peptídeos Aβ (Fiala et al., 1998; 
Johnstone et al., 1999; Meda et al., 1999; Lue et al., 2001; El Khoury et al., 2003). 
Os dados do presente estudo estendem aqueles existentes na literatura, 
indicando que a injeção i.c.v. do peptídeo Aβ1‐40 é capaz de promover aumento 
rápido e sustentado do RNAm para a MIP-1α no hipocampo de camundongos. 
Entretanto, não foi possível observar alterações significativas nos níveis 
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hipocampais do RNAm para o CCR5, um dos receptores para a MIP-1α, após a 
administração de Aβ1‐40, embora o aumento da expressão deste receptor tenha 
sido demonstrado em monócitos tratados com peptídeos Aβ in vitro, e em células 
microgliais ativadas, muitas associadas a depósitos amilóides, em cérebros de 
indivíduos com doença de Alzheimer (Xia et al., 1998). 
Com o objetivo de verificar se o aumento tempo-dependente do RNAm 
para a MIP-1α induzido pela injeção i.c.v. do peptídeo Aβ1‐40 é acompanhada pelo 
aumento do número de células gliais ativadas, foram avaliados no hipocampo os 
níveis das proteínas GFAP e CD68. Na doença de Alzheimer, assim como em 
outras condições patológicas do sistema nervoso central, os astrócitos se tornam 
reativos, apresentando hipertrofia, além de síntese aumentada de GFAP. O 
GFAP, que é a principal proteína de filamento intermediário observada no 
citoesqueleto destas células, é um marcador amplamente utilizado para a 
verificação de sua ativação (Bignami et al., 1972; Eng et al., 2000). De maneira 
semelhante, as células da micróglia, que em condições fisiológicas normalmente 
se encontram em estado quiescente e apresentam características morfológicas 
que incluem soma pequeno e processos ramificados, sofrem uma série de 
modificações após sua ativação, adquirindo um fenótipo amebóide (Kreutzberg, 
1996; Town et al., 2005). Além disso, estas células apresentam aumento da 
expressão de algumas moléculas de superfície celular e adquirem função 
fagocítica, que pode ser avaliada através do aumento da expressão de CD68, 
uma proteína presente principalmente na membrana lisossomal (Verbeek et al., 
1995; Town et al., 2005). De maneira interessante, foi possível verificar aumento 
tempo-dependente do número de células positivas para GFAP e CD68 no 
hipocampo de animais que receberam o peptídeo Aβ1‐40 por via i.c.v., com o 
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aumento da expressão de GFAP precedendo o de CD68. Estes resultados 
fornecem evidências moleculares convincentes que confirmam e estendem os 
dados existentes na literatura, indicando que a injeção intracerebral de peptídeos 
Aβ promove o acúmulo de astrócitos e células microgliais ativados (Yan et al., 
2001; El Khoury et al, 2003; Simard et al., 2006; Medeiros et al., 2007; Kim et al., 
2008). Recentemente, Simard e colaboradores (2006) demonstraram que células 
microgliais derivadas da medula óssea podem ser observadas no hipocampo de 
camundongos 7 dias após o tratamento com Aβ1‐40 ou Aβ1‐42, sugerindo que o 
aumento do número de células microgliais ativadas observado no presente estudo 
pode envolver tanto células residentes quanto células recrutadas perifericamente. 
O envolvimento do receptor CCR5 no recrutamento da micróglia vem 
sendo descrito em camundongos em resposta à infecção por proteínas príon 
(Marella e Chabry, 2004) e dano cerebral (Carbonell et al., 2005). Além disso, o 
bloqueio farmacológico deste receptor reduz o número de astrócitos e micróglias 
ativados no hipocampo de ratos submetidos à infusão i.c.v. crônica de 
lipopolissacarídeo, um modelo de neuroinflamação crônica que reproduz muitas 
das alterações comportamentais e neuropatológicas associadas à doença de 
Alzheimer (Rosi et al., 2005). Os dados do presente estudo demonstram que o 
CCR5, e em menor extensão o ligante MIP-1α, desempenham importante papel 
no acúmulo de células gliais ativadas induzido pela Aβ1-40 no hipocampo de 
camundongos, uma vez que a deleção gênica destas proteínas resultou na 
redução significativa do número de células positivas para GFAP e CD68. Em 
conjunto com os dados da literatura, os resultados do presente estudo permitem 
sugerir que a quimiocina MIP-1α e o receptor CCR5 podem modular o aumento 
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do número de astrócitos e micróglias ativados observado na doença de 
Alzheimer. 
A via PI3Kγ desempenha papel primordial no processo de migração celular 
(Rommel et al., 2007). Foi demonstrado recentemente que a ativação dos 
receptores de quimiocinas promove aumento no recrutamento da PI3Kγ que, por 
sua vez, modula diferentes alvos na membrana e no citoplasma celular, incluindo 
as proteínas Akt, quinase ativada por p21 (PAK) e Rac (Weiss‐Haljiti et al., 2004). 
A ativação de tais proteínas desencadeia uma série de eventos que culminam na 
polarização de rafts lipídicos e das cadeias de actina e miosina, permitindo que a 
célula migre para os tecidos (Gomez‐Mouton et al., 2004). Além disso, estudos 
com animais modificados geneticamente confirmam que a ausência da PI3Kγ 
prejudica a migração de macrófagos e de neutrófilos induzida por diferentes 
agentes quimiotáticos (Hirsch et al., 2000; Li et al., 2000; Sasaki et al., 2000). Os 
resultados do presente estudo indicam o envolvimento da via da PI3Kγ no 
controle do processo de migração celular no sistema nervoso central. O bloqueio 
farmacológico da PI3Kγ com o uso do AS605240 resultou em redução 
significativa do número de células positivas para GFAP e CD68 no hipocampo, 
indicando diminuição do acúmulo de células gliais ativadas. Estes dados são de 
grande importância, pois mostram pela primeira vez o envolvimento da PI3Kγ no 
processo de migração celular em um modelo de doença de Alzheimer, bem como 
o potencial terapêutico do AS605240 para o tratamento dessa patologia. 
O papel preciso do acúmulo de células gliais ativadas observado na 
doença de Alzheimer ainda não foi totalmente estabelecido. Em resposta aos 
peptídeos Aβ, micróglia e astrócitos produzem vários mediadores inflamatórios e 
neurotóxicos, que podem contribuir para a neurodegeneração, incluindo, por 
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exemplo, citocinas como TNF-α e IL-1β, quimiocinas e espécies reativas de 
oxigênio, dentre outros (McGeer & McGeer, 1995, 2001; Moore e O’Banion, 2002; 
Block e Hong, 2005). Por outro lado, a micróglia produz enzimas proteolíticas 
capazes de degradar os peptídeos Aβ (Leissring et al., 2003; Yan et al., 2006) e 
promove a remoção de Aβ através da fagocitose (Rogers e Lue, 2001; Simard et 
al., 2006), além de secretar agentes neurotróficos (Nguyen et al., 2002), 
sugerindo que estas células têm papel neuroprotetor na doença de Alzheimer. De 
fato, o bloqueio do acúmulo de células microgliais em animais com deleção 
gênica do CCR2 que expressam uma forma mutada da APP humana promove um 
aumento da mortalidade, possivelmente devido ao acúmulo de Aβ em pequenos 
vasos sanguíneos (El Khoury, 2007). Efeitos benéficos também foram descritos 
para os astrócitos, que podem contribuir para a metabolização dos peptídeos Aβ 
(DeWitt et al., 1998; Wyss-Coray et al., 2003). Contudo, quando a ativação da 
micróglia não é capaz de remover os peptídeos Aβ, esta resposta pode acabar se 
tornando crônica e neurotóxica. Recentemente, foi observado em um modelo 
animal de doença de Alzheimer que durante a progressão da patologia, a 
micróglia se torna disfuncional e apresenta expressão reduzida de enzimas 
proteolíticas e receptores envolvidos na fagocitose, enquanto que a capacidade 
de produzir citocinas como a IL-1β e o TNF-α se mantém inalterada (Hickman et 
al., 2008). Estudos in vitro demonstraram ainda que o próprio TNF-α e o 
interferon-γ podem estar envolvidos na redução da captação e da degradação de 
peptídeos Aβ, uma vez que estas citocinas reduzem a expressão de proteínas 
envolvidas nestes processos em células da micróglia e macrófagos (Hickman et 
al., 2008; Yamamoto et al., 2008). 
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No sistema nervoso central, a enzima iNOS está normalmente ausente em 
tecidos sadios. Contudo, em condições patológicas como a doença de Alzheimer, 
ocorre aumento de sua expressão e, conseqüentemente, da produção de óxido 
nítrico, principalmente nos astrócitos, micróglia e neurônios (Heneka et al., 2001; 
Fernández-Vizarra et al., 2004). O óxido nítrico exerce importantes efeitos 
neurotóxicos, predominantemente através de sua reação com o ânion superóxido 
e a conseqüente produção da substância citotóxica peroxinitrito, capaz de 
promover modificações em diferentes proteínas (Koppal et al, 1999; Mander e 
Brown, 2005). Recentemente, foi demonstrado que a deleção gênica da iNOS em 
animais que expressam formas mutadas de APP e presenilina-1 resulta em 
proteção contra a mortalidade prematura e a formação de placas amilóides 
(Nathan et al., 2005). De maneira similar, nosso grupo de pesquisa observou que 
a indução da iNOS exerce papel fundamental no estabelecimento do dano 
sináptico e das alterações comportamentais induzidas pelo peptídeo Aβ1‐40 em 
camundongos (Medeiros et al., 2007). Confirmando dados anteriores de nosso 
grupo de pesquisa (Medeiros et al., 2007), foi possível observar através da 
análise de western blot que a administração i.c.v. de Aβ1-40 resultou em aumento 
tempo-dependente dos níveis hipocampais de iNOS em camundongos, aumento 
este que parece ser dependente da quimiocina MIP-1α e do receptor CCR5.  
As enzimas ciclooxigenases (COXs) são o principal alvo dos 
antiinflamatórios não-esteroidais e são enzimas responsáveis pela síntese de 
prostanóides. Existem duas isoformas de COX, denominadas COX‐1 e COX‐2 
(Simmons et al., 2004; Warner e Mitchell, 2004). A COX‐1 está expressa de forma 
constitutiva na maior parte dos tecidos apresentando funções fisiológicas. Em 
contrapartida, a COX‐2 normalmente está ausente em condições homeostáticas, 
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demonstrando expressão elevada mediante condições patológicas. Diferentes 
moléculas podem desencadear o aumento na expressão da COX‐2, incluindo 
fatores de crescimento, agentes bacterianos, radiação ultravioleta e citocinas 
(Simmons et al., 2004). De maneira importante, inúmeros trabalhos indicam que a 
expressão da COX‐2 pode ser modulada por peptídeos Aβ. Neste sentido, foi 
demonstrado no cérebro de pacientes com doença de Alzheimer aumento nos 
níveis de RNAm para a COX‐2 no córtex (Pasinetti e Aisen, 1998) e hipocampo 
(Ho et al., 1999). Além disso, foi demonstrado que a expressão da proteína 
COX‐2 está aumentada em neurônios e células da glia (Pasinetti e Aisen, 1998; 
Hoozemans et al., 2001), e que os níveis de prostaglandina E2 (PGE2) estão 
aumentados no líquido cefalorraquidiano de indivíduos portadores de doença de 
Alzheimer (Montine et al., 1999). A expressão da COX‐2 pode ser induzida ainda 
em astrócitos obtidos de ratos, através do tratamento com peptídeos amilóides in 
vitro (Hüll et al., 2006), ou no nucleus basalis de ratos (Giovannini et al., 2002) e 
no hipocampo de camundongos (Cakala et al., 2007) após o tratamento in vivo 
com o peptídeo Aβ1-42. Finalmente, foi demonstrado que a expressão de COX-2 
seletivamente em neurônios resulta em aumento da formação de placas senis em 
camundongos que expressam formas mutadas de APP e presenilina-1 (Xiang et 
al., 2002). Por outro lado, o bloqueio farmacológico da COX-2 ou a deleção 
gênica do receptor EP2 para prostaglandina reduz sintomas cognitivos ou ainda o 
dano oxidativo e os níveis de Aβ, respectivamente, em modelos animais da 
doença de Alzheimer (Liang et al., 2005; Cakala et al., 2007). Os dados descritos 
no presente estudo indicam que a COX-2 apresenta perfil de expressão 
semelhante ao da iNOS, com aumento tempo-dependente observado entre um e 
oito dias após a administração i.c.v. de Aβ1‐40. Assim como verificado para a 
80 
 
iNOS, a COX-2 também tem seu aumento dependente da produção da MIP‐1α e 
da ativação do CCR5, uma vez que animais MIP-1α-/- e CCR5-/- apresentaram 
níveis reduzidos da enzima quando comparados aos animais C57Bl/6 (+/+). Além 
disso, estes efeitos parecem estar relacionados à ativação da via PI3Kγ, já que o 
tratamento com AS605240 resultou em redução significativa na indução da 
COX‐2 pela Aβ1‐40 no hipocampo de camundongos. Assim, os resultados do 
presente estudo sugerem que o acúmulo de células gliais ativadas no hipocampo, 
orquestrado por MIP-1α e CCR5 possivelmente através da ativação da PI3Kγ, 
parece ser um evento fundamental para a expressão de proteínas inflamatórias 
como a iNOS e a COX-2, contribuindo para o estabelecimento do processo 
inflamatório induzido pelo peptídeo Aβ1‐40. 
Recentemente, foi demonstrado que o receptor CCR5 está envolvido na 
ativação de fatores de transcrição no hipocampo durante a inflamação (Rosi et al., 
2005). Além disso, a expressão das enzimas iNOS e COX-2 é finamente regulada 
no nível transcricional (Eberhardt et al., 1996; Kim e Fischer, 1998; Kleinert et al., 
2004; Tatsanis et al., 2006). Deste modo, a MIP-1α e o CCR5 poderiam 
influenciar a expressão da iNOS e da COX-2 através da ativação de fatores de 
transcrição cujo sítio de ligação está presente na região promotora dos genes que 
codificam estas enzimas, tais como NF-κB, CREB e AP-1. Nos últimos anos, a via 
do fator de transcrição NF-κB tem sido relacionada a uma grande variedade de 
patologias que apresentam componente inflamatório, tais como artrite reumatóide, 
asma, sepse, aterosclerose, câncer e doenças neurodegenerativas (Barnes e 
Karin, 1997; Tak e Firestein, 2001; Garg e Aggarwal, 2002; Li e Verma, 2002; 
Burke, 2003; Camandola e Mattson, 2007). A ativação desse fator de transcrição 
pode ser observada em condições fisiológicas e em diversos estados patológicos 
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e está associada diretamente ao controle da expressão de várias proteínas da 
resposta inflamatória, incluindo fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, 
moléculas de adesão, metaloproteinases, COX-2 e iNOS, dentre outras (Baichwal 
e Baeuerle, 1997; Tak e Firestein, 2001). Em mamíferos, a família NF-kB/Rel é 
composta por cinco membros, p50, p52, p65 (Rel-A), c-Rel e Rel-B, que 
apresentam seqüência amino-terminal altamente conservada de 300 
aminoácidos, necessários à sua dimerização, localização nuclear e ligação do 
fator de transcrição ao DNA (Baeuerle e Henkel, 1994; Ghosh e Karin, 2002; Li e 
Verma, 2002). Estas proteínas formam homo ou heterodímeros, sendo o 
heterodímero formado pelas subunidades p50 ou p52 com p65 (RelA) a forma 
mais ativa do NF-κB. Os dímeros são mantidos inativos no citoplasma através da 
interação com moléculas inibitórias, as proteínas inibitórias-κB (IκB), que 
mascaram o sítio de localização nuclear do NF-κB, evitando assim sua migração 
para o núcleo celular (Whiteside e Israel, 1997; Malek et al., 2001; Karin et al., 
2004). A translocação do NF-κB pode ser induzida por diversos estímulos 
incluindo citocinas, infecção, dano e estresse, entre outros (Pahl, 1999).  A 
estimulação celular resulta na ativação do complexo de proteínas IκB quinases 
(IKKs), composto por duas subunidades catalíticas, IKKα e IKKβ, e uma 
subunidade regulatória IKKγ (Rothwarf e Karin,1999; Karin e Ben-Neriah, 2000). 
Após a estimulação, este complexo promove a fosforilação de duas serinas 
amino-terminais presentes nas IκBs, levando à sua ubiquitinação e degradação 
pelo proteasoma (Ghosh e Karin, 2002). Isso permite a translocação do NF-κB 
livre do citoplasma para o núcleo e sua associação com regiões promotoras de 
uma série de genes, regulando sua transcrição (Barnes e Karin, 1997; Sun e 
Andersson, 2002; Karin et al., 2004). No sistema nervoso central, o NF-κB está 
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implicado em processos fisiológicos e patológicos, e dímeros funcionais estão 
presentes em neurônios, astrócitos, micróglia e oligodendrócitos (Mémet, 2006). 
Diversas evidências indicam que este fator de transcrição está envolvido no 
processo de plasticidade sináptica (Kaltschmidt et al., 2005; Meffert e Baltimore, 
2005). Albensi e Mattson (2000) observaram que o bloqueio da via do NF-κB 
previne a indução de LTP no hipocampo. Além disso, quando a ativação do NF-
κB é bloqueada seletivamente em neurônios, ocorre comprometimento da fase 
tardia da LTP e da indução da depressão de longo prazo (LTD) (Kaltschmidt et al., 
2006).   Foi demonstrado ainda que a deleção gênica da subunidade p65 NF-κB 
resulta em déficits significativos de aprendizado, sugerindo a participação deste 
fator de transcrição nos processos cognitivos (Meffert et al., 2003). Resultados 
similares foram observados em animais que sofreram bloqueio da via do NF-κB, 
que apresentaram prejuízos na memória de longo prazo (Dash et al., 2005; 
Kaltschmidt et al., 2006).  Por outro lado, este fator de transcrição é apontado 
como um importante mediador das respostas imunológica e inflamatória no 
cérebro, uma vez que exerce papel essencial na ativação de células gliais (O’Neill 
e Kaltschmidt, 1997; Kaltschmidt et al., 2005; Mémet, 2006). No cérebro de 
pacientes com a doença de Alzheimer, foi observado aumento da ativação do NF-
κB em neurônios e células da glia próximos a placas amilóides (Terai et al., 1996; 
Boissiere et al., 1997; Kaltschmidt et al., 1997). Em astrócitos obtidos de ratos e 
em células microgliais humanas, foi demonstrado que o aumento da expressão de 
proteínas envolvidas na inflamação induzido por peptídeos Aβ ocorre através de 
mecanismos dependentes do NF-κB (Akama et al., 1998; Walker et al., 2001). 
Além disso, a inibição da atividade do NF-κB na micróglia bloqueia a o efeito 
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neurotóxico dos peptídeos Aβ (Chen et al., 2005). Estes dados sugerem que a 
ativação do NF-κB em células gliais modula a neurotoxicidade dos peptídeos Aβ.  
O fator de transcrição AP-1 é composto por homo ou heterodímeros de 
membros das famílias c-Jun e c-Fos e regula a expressão de um grande número 
de proteínas envolvidas na diferenciação, proliferação e apoptose celular, 
respostas imunes e inflamação (Karin, 1995; Kaminska et al., 2000; Shaulian e 
Karin, 2002; Ameyar et al., 2003). Ao contrário do NF-κB, o AP-1 está expresso 
nas células em baixas quantidades. Em resposta a estímulos como radiação 
ultravioleta, citocinas e fatores de crescimento, ocorre aumento na expressão dos 
genes que codificam as proteínas c-Jun e c-Fos, aumentando assim os níveis de 
AP-1 (Karin, 1995, Karin et al., 1997). No cérebro de pacientes com a doença de 
Alzheimer, foram observados níveis aumentados de c-jun, principalmente em 
neurônios que apresentavam danos no DNA e/ou apoptose (Anderson et al., 
1994; 1996) e em células gliais associadas a placas amilóides (Ferrer et al., 
1996). Foi observada ainda a indução da c-jun em neurônios, e a ativação do AP-
1 em oligodendrócitos após a exposição a peptídeos Aβ in vitro (Estus et al., 
1997; Xu et al., 2001). De maneira interessante, o bloqueio da ativação deste fator 
de transcrição em culturas neuronais é capaz de inibir a toxicidade dos peptídeos 
Aβ (Bozyczko-Coyne et al., 2001; Morishima et al., 2001; Troy et al., 2001). 
Recentemente, um estudo conduzido por Jang e Surh (2005) demonstrou que a 
expressão da iNOS induzida por Aβ em células PC12 é regulada pelo AP-1, 
sugerindo que este fator de transcrição está envolvido na indução de proteínas 
inflamatórias na doença de Alzheimer. 
O fator de transcrição CREB regula diversos genes através da ligação ao 
elemento de resposta ao AMPc (CRE) presente na região promotora destes 
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genes. No sistema nervoso central, o CREB tem sido relacionado à regulação da 
sobrevivência neuronal, proliferação de precursores, crescimento de neuritos e 
diferenciação neuronal (Lee et al., 1999, Lonze e Ginty, 2002, Redmond et al., 
2002). Além disso, tem sido demonstrado que este fator de transcrição está 
envolvido nas funções de aprendizado e memória (Guzowski and McGaugh, 
1997). Na doença de Alzheimer, tem sido descrita redução da atividade do CREB 
no cérebro de indivíduos afetados e em modelos animais (Yamamoto-Sasaki et 
al., 1999, Dineley et al., 2001, Liang et al., 2007). No entanto, Dinelay e 
colaboradores (2001) observaram que a ativação do CREB no hipocampo varia 
conforme a progressão das alterações patológicas em animais transgênicos que 
expressam uma forma mutada da APP, com ativação elevada aos 13 meses, 
seguida por uma redução aos 20 meses de idade. 
Resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa indicam que a injeção 
i.c.v. do peptídeo Aβ1-40 é um estímulo capaz de promover a ativação tempo-
dependente de NF-κB, AP-1e CREB no hipocampo de camundongos. De maneira 
importante, a expressão de iNOS e COX-2 induzida pelo Aβ1-40 no hipocampo é 
dependente da ativação destes fatores de transcrição (Medeiros et al., 2007, 
Medeiros et al., resultados não publicados). Tem sido demonstrado que reações 
de fosforilação regulam a atividade do NF-κB, AP-1 e CREB (Xing et al., 1998; 
Kyriakis e Avruch, 2001; Ghosh e Karin, 2002). Dessa forma, a avaliação dos 
níveis de p65, CREB e c-Jun fosforilados no hipocampo sugere que tanto a MIP-
1α quanto o CCR5 exercem um papel importante na ativação de diferentes fatores 
de transcrição envolvidos na expressão de proteínas importantes para o 
estabelecimento da resposta inflamatória. 
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A ausência de MIP-1α ou de CCR5, ou ainda o bloqueio da via PI3Kγ 
poderiam resultar na redução do acúmulo de células gliais ativadas e do processo 
inflamatório através de diferentes mecanismos, incluindo efeitos sobre a migração 
ou sobre a ativação celular. Para investigar a participação destes mecanismos, 
foram realizados ensaios in vitro utilizando macrófagos peritoneais. De forma 
interessante, macrófagos isolados de camundongos com deleção gênica do 
receptor CCR5 apresentaram migração reduzida em resposta ao sobrenadante de 
células estimuladas com Aβ1-40. Além disso, o sobrenadante obtido a partir de 
macrófagos de camundongos com deleção gênica da MIP-1α estimulados com o 
peptídeo Aβ1-40 apresentou menor capacidade de estimular a quimiotaxia celular. 
De maneira relevante, a ausência da MIP-1α e do CCR5 não interferiu na 
quimiotaxia induzida pela anafilotoxina C5a. Estes resultados sugerem que a 
produção de MIP-1α e a ativação do CCR5 são eventos importantes para a 
migração celular induzida por Aβ1-40 em camundongos. Com o objetivo de verificar 
o efeito desta quimiocina e seu receptor na ativação celular, foi avaliada a 
produção das citocinas TNF‐α e IL‐1β. Os dados do presente estudo demonstram 
que o peptídeo Aβ1-40 e outros estímulos como LPS e C5a foram capazes de 
induzir aumento da expressão de TNF‐α e IL‐1β por células obtidas de 
camundongos da linhagem selvagem (C57Bl/6, +/+), CCR5-/- ou MIP-1α-/- de 
maneira similar. Em outra série de experimentos, foi verificado que o inibidor da 
PI3Kγ AS605240, na mesma faixa de concentração em que reduziu a quimiotaxia 
celular induzida pelo meio de cultura de macrófagos estimulados com Aβ1-40 ou 
pela C5a, não foi capaz de modular o aumento na expressão das citocinas TNF‐α 
e IL‐1β induzido pelos tratamentos com LPS, C5a ou Aβ1-40. Em conjunto, os 
dados do presente estudo permitem sugerir que a quimiocina MIP-1α e o receptor 
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CCR5, possivelmente através da ativação da via PI3Kγ, participam 
especificamente do controle do processo de migração celular induzido por 
peptídeos amilóides, sem interferir diretamente na expressão das proteínas 
envolvidas na resposta inflamatória. Assim, a diminuição do processo inflamatório 
observada no cérebro de animais em virtude do bloqueio genético da MIP-1α e 
CCR5 ou farmacológico da PI3Kγ poderia ser resultado da migração reduzida de 
células da glia e, conseqüentemente, da produção de mediadores inflamatórios. 
As funções de aprendizado e memória são vulneráveis a várias patologias, 
incluindo a doença de Alzheimer (Budson e Price, 2005). Nos estágios iniciais da 
doença, geralmente verifica‐se perda da memória episódica e dificuldades na 
aquisição de novas habilidades, evoluindo gradualmente com prejuízos em outras 
funções cognitivas, tais como julgamento, cálculo, raciocínio abstrato e 
habilidades visuo‐espaciais. Nos estágios intermediários, pode ocorrer afasia 
fluente, apresentando‐se como dificuldade para nomear objetos ou para escolher 
a palavra adequada para expressar uma idéia, e também apraxia. Nos estágios 
terminais, encontram‐se marcantes alterações do ciclo sono‐vigília; alterações 
comportamentais, como irritabilidade e agressividade; sintomas psicóticos e; 
incapacidade de andar, falar e realizar cuidados pessoais (McKhann et al., 1984; 
Romanelli et al., 1990; Morris e Rubin, 1991; Mortimer et al., 1992; Walsh e 
Selkoe, 2004).  
Diferentes modelos animais têm sido utilizados para caracterizar os 
processos celulares e moleculares envolvidos na perda da capacidade cognitiva 
durante a doença de Alzheimer (Gotz e Ittner, 2008). Até o momento foi 
determinado que o acúmulo de fragmentos amilóides, formação de emaranhados 
neurofibrilares e produção excessiva de proteínas da resposta inflamatória 
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resultam inicialmente na diminuição no número de espinhas dendríticas, 
progredindo para redução na quantidade das sinapses e em última instância na 
morte neuronal (Selkoe, 2000). Contudo, evidências recentes sugerem que 
formas intermediárias no processo de acúmulo de fragmentos amilóides, 
particularmente estruturas oligoméricas da Aβ, podem ser importantes efetores da 
neurotoxicidade na doença de Alzheimer (Haass e Selkoe, 2007; Roychaudhuri et 
al., 2009; Yankner e Lu, 2009). De maneira importante, foi observado que formas 
oligoméricas da Aβ são capazes de inibir a LTP no hipocampo in vitro e in vivo, 
além de promover a morte neuronal (Lambert et al., 1998; Walsh et al., 2002; 
Townsend et al., 2006). Corroborando dados anteriores (Medeiros et al., 2007; 
Prediger et al., 2007; 2008), os resultados do presente estudo demonstram que 
uma única administração i.c.v. de peptídeos Aβ1‐40 previamente agregados resulta 
em prejuízos cognitivos importantes, conforme avaliação no teste do labirinto 
aquático. Além disso, estas alterações cognitivas estão associadas à redução da 
integridade sináptica no hipocampo, o que suporta a premissa de que o dano 
cognitivo está associado à disfunção sináptica (Selkoe, 1991). O teste do labirinto 
aquático, proposto originalmente por Morris e colaboradores (1982), é uma 
ferramenta amplamente utilizada para o estudo de aprendizado e memória em 
roedores (D'Hooge e De Deyn, 2001). Na versão de memória espacial de 
referência do labirinto aquático, os roedores aprendem a escapar para uma 
plataforma submersa mantida no mesmo local do labirinto do início ao final dos 
experimentos. Nessa situação, os animais precisam fazer associações entre as 
pistas visuais do ambiente para formar um mapa cognitivo que os ajuda a 
encontrar a plataforma (Morris et al., 1982). De maneira importante, tem sido 
extensivamente documentado que o aprendizado e a memória espacial são 
88 
 
dependentes da integridade do hipocampo (DiMattia e Kesner, 1988; Bolhuis et 
al., 1994; Cho et al., 1999; Broadbent et al., 2006). 
Os mecanismos exatos responsáveis pelos prejuízos cognitivos induzidos 
pela administração do peptídeo Aβ1‐40 em camundongos ainda são pouco 
conhecidos. Dados recentes de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a 
indução do processo inflamatório é um evento importante para o estabelecimento 
dos déficits de aprendizado e memória induzidos pela administração i.c.v. de Aβ1-
40. Foi observado que o Aβ1-40 estimula a produção de TNF-α, que por sua vez 
induz o aumento da expressão da iNOS, resultando na disfunção sináptica e no 
dano cognitivo (Medeiros et al., 2007). Outros eventos importantes para o 
estabelecimento das alterações comportamentais induzidas pela administração 
i.c.v. de Aβ1-40 em camundongos são a ativação e a regulação da expressão de 
receptores B1 e B2 para as cininas (Prediger et al., 2008). Estendendo estes 
resultados, o presente estudo demonstra que camundongos com deleção gênica 
de MIP-1α ou CCR5 são menos suscetíveis ao dano cognitivo induzido pela 
Aβ1‐40, como verificado pelas menores latências para encontrar a plataforma 
durante a sessão de treino e aumento da preferência pelo quadrante correto 
durante a sessão de teste em comparação aos animais da linhagem selvagem. 
Nossos resultados demonstraram ainda que o tratamento com AS605240 reduziu 
as alterações induzidas pela injeção i.c.v. de Aβ1‐40 no desempenho dos animais 
nas sessões de treino e teste do labirinto aquático de Morris.  É importante 
destacar que os camundongos tratados com o peptídeo Aβ1-40, não diferiram dos 
tratados com a solução controle nos parâmetro locomotores avaliados no labirinto 
aquático ou no teste do campo aberto, confirmando que a queda no desempenho 
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apresentada no labirinto aquático por estes animais é decorrente de prejuízo na 
função de memória espacial. 
A análise imunoistoquímica da proteína sinaptofisina, presente em 
vesículas pré-sinapticas foi utilizada como medida de densidade sináptica 
(Masliah et al., 1990). Esta análise revelou que o bloqueio genético da MIP-1α e 
do CCR5 resulta em proteção contra a disfunção sináptica induzida pela Aβ1-40, 
uma vez que a imunomarcação no hipocampo destes animais apresentou-se 
elevada em comparação à observada em animais da linhagem selvagem. De 
maneira interessante, foi possível observar efeito similar após o bloqueio 
farmacológico da PI3Kγ. Estes dados indicam que a MIP-1α, o CCR5 e a PI3Kγ, 
proteínas importantes no desenvolvimento de respostas inflamatórias, são 
necessárias para o desenvolvimento da disfunção sináptica que ocorre em 
resposta à administração de Aβ1-40 e, conseqüentemente, dos prejuízos cognitivos 
induzidos pelo peptídeo. 
O uso de inibidores não seletivos de PI3Ks em diferentes modelos animais 
tem implicado estas enzimas nas funções de aprendizado e memória (Barros et 
al., 2001; Lin et al., 2001; Liu et al., 2003; Chen et al., 2005). Recentemente, 
Tohda e colaboradores (2007) demonstraram que animais geneticamente 
modificados que não expressam a subunidade regulatória p85α apresentam 
déficit de aprendizado e disfunção sináptica, sugerindo que membros da classe IA 
estão envolvidos nestas funções. Com o objetivo verificar um possível efeito direto 
da PI3Kγ nas funções cognitivas, foi avaliado o papel desta enzima na amnésia 
induzida pela escopolamina. O tratamento com AS605240 não foi capaz de 
reduzir o déficit cognitivo promovido por este antagonista colinérgico. Este dado é 
de grande interesse, uma vez que a escopolamina causa efeito direto sobre o 
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processo de aprendizado e memória, modulando a aquisição e retenção da 
informação e causando um efeito amnésico nos animais, sem o envolvimento da 
resposta inflamatória (Ebert e Kirch, 1998). Desta forma, é possível afirmar que o 
efeito do bloqueio farmacológico da PI3Kγ, bem como do bloqueio genético da 
MIP-1α e do CCR5, sobre o dano cognitivo induzido pela injeção i.c.v. de Aβ1‐40 
está relacionado à capacidade que estas proteínas apresentam de regular o 
acúmulo de células gliais ativadas, que causariam a ativação da resposta 
inflamatória e o conseqüente prejuízo sináptico. De maneira importante, os dados 
do presente estudo também indicam que a administração do peptídeo inverso 
Aβ40-1 não foi capaz de promover qualquer alteração nos parâmetros moleculares 
e comportamentais avaliados, confirmando que os efeitos do peptídeo Aβ1‐40  são 
específicos.  
A relação entre quimiocinas e seus receptores é complexa, uma vez que 
uma única quimiocina pode se ligar a diferentes receptores, e um receptor pode 
ser ativado por múltiplas quimiocinas. Dessa forma, enquanto o CCR5 é 
responsável por alguns dos efeitos de MIP-1α, MIP-1β e RANTES, a MIP-1α pode 
exercer suas ações também através da ativação do CCR1 (Viola e Luster, 2008). 
Esta promiscuidade pode ser um dos fatores responsáveis pelas diferenças 
observadas nas respostas moleculares e comportamentais de animais MIP-1α-/- e 
CCR5-/-. A interpretação dos resultados obtidos com o bloqueio farmacológico da 
PI3Kγ também requer cautela, já que esta enzima participa da via de sinalização 
intracelular não só de receptores para quimiocinas, como também de receptores 
para outros fatores quimiotáticos como N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) e C5a 
(Rommel et al., 2007).  
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Em associação com dados da literatura, o presente estudo procurou 
caracterizar alguns dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no 
processo patológico induzido por peptídeos Aβ, como ilustrado na Figura 18. A 
administração i.c.v. da Aβ1‐40 em camundongos resulta no acúmulo de células 
gliais ativadas (p. ex. células da micróglia residentes ou derivadas da periferia e 
astrócitos) em áreas cerebrais envolvidas no controle cognitivo, como o 
hipocampo (Simard et al., 2006; Medeiros et al., 2007), sendo este processo 
mediado pela produção da quimiocina MIP‐1α e ativação do receptor CCR5. O 
controle do processo de migração celular mediado pelas quimiocinas após a 
administração de Aβ1‐40 é dependente da ativação da via PI3γ, que controla a 
ativação de inúmeros segundos mensageiros (p. ex. Rac, Akt, PAK) envolvidos na 
regulação da polarização das cadeias de miosina e actina, necessárias para a 
migração. As células da glia ativadas produzem diferentes proteínas envolvidas 
na resposta inflamatória, como o TNF‐α, que através do receptor TNFR1 induz a 
ativação de vias de sinalização intracelular das proteínas quinases ativadas por 
mitógeno (MAPKs) e proteína quinase A (PKA), que por sua vez modulam os 
fatores de transcrição NF‐κB, AP‐1 e CREB (Medeiros et al., 2007; Medeiros et 
al., resultados não publicados). O aumento na atividade transcricional resulta em 
elevação na expressão das proteínas COX‐2 e iNOS, sendo que a última contribui 
para a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Medeiros et al., 2007; 
Medeiros et al., resultados não publicados). Finalmente, o acúmulo destas 
substâncias envolvidas no processo inflamatório no hipocampo e córtex, 
desencadeado pela Aβ1‐40, resulta no processo de dano sináptico e, 
conseqüentemente, nos prejuízos cognitivos (Medeiros et al., 2007).  
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Em conclusão, o presente estudo demonstra pela primeira vez a 
participação da quimiocina MIP‐1α, do receptor CCR5 e da enzima PI3Kγ na 
modulação da resposta inflamatória e do dano sináptico e cognitivo induzidos pelo 
peptídeo Aβ1‐40, sugerindo que estas proteínas podem exercer um importante 
papel nas alterações verificadas nos primeiros estágios da doença de Alzheimer. 
Estudos adicionais em outros modelos animais e em humanos visando o melhor 
entendimento da participação destas proteínas no desenvolvimento da patologia 






Figura 18 – Aspectos celulares e moleculares envolvidos no dano cognitivo 
induzido pelo peptídeo β-amilóide (Aβ)1-40 em camundongos. (A) A 
administração intracerebroventricular de Aβ1-40 induz o aumento na expressão da 
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quimiocina proteína inflamatória de macrófagos-1α (MIP-1α), que através do 
receptor de quimiocina CC 5 (CCR5) ativa o processo de migração celular para 
áreas envolvidas no processo cognitivo, como o hipocampo. As células da glia 
ativadas produzem a citocina fator de necrose tumoral-α (TNF-α), que através do 
receptor do TNF1 (TNFR1) promove a ativação das vias de sinalização 
intracelular das proteínas quinase ativadas por mitógeno (MAPKs), elemento de 
resposta ao AMP cíclico (CREB) e fator nuclear-κB (NF-κB), que por sua vez 
modulam a expressão das enzimas óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e 
ciclooxigenase-2 (COX-2). O acúmulo de substâncias produzidas durante a 
resposta inflamatória tem como resultado o dano sináptico e o déficit cognitivo. (B) 
A MIP-1α e o CCR5 regulam a migração celular através da ativação da via 
fosfoinositídeo-3-quinase γ (PI3Kγ), resultando na alteração da conformação 
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